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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFI KULLANILARAK
TETRASIKLIN ANTIiBiYOTIKLERININ VE EPIMERLERININ ANALIZI iCIN
METODUN GELISTiRILMESI VE VALIDASYONU

ilkay KONCE

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ebru CUBUK DEMIRALAY

Tetrasiklinler mikoplazma ve klamidya gibi organizmalarin yani sira gram
pozitif ve gram negatif bakterilere karsi aktif, genis spektrumlu
antibiyotiklerdir. Bu grup, yem katki maddelerinin yanisira insan ve veterinerlik
ilaglarinda da yaygin olarak kullanilirlar. Yiiksek performans sivi kromatografi
yontemi (HPLC) antibiyotiklerin izolasyonu ve kantitatiftayinleri icin gii¢lii bir
tekniktir. Bu ilaglarin ayrilmalar: ve kantitatif tayinleri biyofarmasétik ve klinik
calismalarin basarili gerceklestirilmeleri icin ©6nemlidir. Tetrasiklinlerde 4
halkal bir karboksilik yap1 olan hidronaftasen ¢ekirdegi bulunur. Tetrasiklin
analoglar1 bu yapinin 5., 6. veya 7. pozisyonlarindaki gruplarda farklilik gosterir.
Sunulan tezde, tetrasiklin (TC), oksitetrasiklin (OTC), klortetrasiklin (CTC) ve
onlarin epimerlerinin asit iyonlasma sabiti (pKa) degerlerinin tayini icin HPLC-
UV metot gelistirilmistir. Calismada asetonitril-su ikili karisimi1 hidroorganik
cozucu karisimi olarak se¢ilmistir. pH degerleri hareketli faz olarak kullanilan
hidroorganik  karisimda  Ol¢ilmiistiir. Bu  bilesiklerin  kromatografik
davranislarinda iki faktoriin (solvent ylizdesi ve hareketli fazin pH’ si1)
birlestirilmis etkisi arastirllmistir. C6zlinen tanimlayicisi, solvasyon parametre
modeli kullanilarak farkli mobil faz pH degerlerinde calisilan bilesiklerin
alikonmasinin tahmini icin kullanilmistir. Kromatografik ¢alisma Kinetex F5 (2,6
um, 150x4.6 mm) kolonla gerceklestirilmistir. Sudaki pKa degerleride
Solvatokromik parametre ve mol Kkesri esitliklerinin ekstrapolasyonuyla
belirlenmistir. Gelistirilen ve valide edilen metot, ¢alisilan bilesiklerin kantitatif
analizi i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir.

Anahtar Kelimeler: Tetrasiklin, Epimer, Asit iyonlasma sabiti, RPLC, Alikonma
faktorti, Metot validasyonu.

2018, 115 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A METHOD FOR THE ANALYSIS OF
TETRACYCLINE ANTIBIOTICS AND THEIR EPIMERS USING HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

ilkay KONCE

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ebru CUBUK DEMIRALAY

Tetracyclines are broad-spectrum antibiotics active against a wide range of
gram-positive and gram-negative bacteria, as well as a range of organisms such
as mycoplasma and chlamydia. They are widely used in human and veterinary
medicines, as well as feed additives. High performance liquid chromatography
method (HPLC) is a powerful tool for isolation and quantification of antibiotics.
The separation and quantify of these drugs is critical for the successful conduct
of biopharmaceutical and clinical studies. The basic structure of a tetracycline
consists of a hydro naphthacene backbone containing four fused rings. In
proposed thesis; HPLC-UV method was developed to determination of acid
dissociation constant (pKa) values of tetracycline (TC), oxtetracycline (OTC),
chlortetracycline (CTC) with their 4-epimers. In this study, acetonitrile-water
binary mixture was chosen as hydroorganic solvent mixture. pH values were
measured in the hydroorganic mixture, which was used as the mobile phase.
The combined effect of the two factors (solvent percentage and pH of the mobile
phase) on the chromatographic behavior of these compounds was investigated.
Solute descriptor was used for the prediction of retention of studied compounds
at different mobile phase pH values using the solvation parameter model.
Chromatographic study was performed with Kinetex F5 C4 column (2.6 pm,
150x4.6 mm). Aqueous pKa values were also estimated with extrapolation by
means of the Solvatochromic parameter and mole fraction equations. The
developed and validated method was successfully used for quantitative analysis
of studied compounds.

Keywords: Tetracycline, Epimer, Acid ionizaton constant, RPLC, Retention
factor, Method validation.

2018, 115 pages
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1. GIRiS

1.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, antibakteriyel ilaglar icinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Hem
insanlarin tedavisinde, hem de veterinerlikte kullanimi giinden giine artan ve
aktif biyolojik molekiiller olan antibiyotikler, ¢cok hafif rahatsizliklardan hayati
tehlike ihtiva eden enfeksiyonlara kadar bir¢cok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bakteriyostatik (engelleyici) ve bakterisidal (6ldiirtiicti) etkiye
sahip olan antibiyotikler, DNA, proteinler veya hiicre duvari bilesenlerinin
biyosentezine zarar veren bakterileri etkisiz hale getirir ya da onlar1 yok eder

(Yuvd.,2012).

1.1.1. Antibiyotiklerin EtKi Gii¢clerine Gore Siniflandirilmalari

Viicut swvilarinda olusturduklar1 konsantrasyonlarda, mikroorganizmalar

tizerindeki etki derecelerine gore ikiye ayrilirlar (Akkan, 1997).

1.1.1.1. Bakteriyostatikler

Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini ya da liremesini dnlerler. Gelismesi ve
uremesi duran bakteriler, vicudun savunma mekanizmalar1 tarafindan
kolaylikla yok edilirler. Bakteriyostatik etki gilicliniin gostergesi “Minimum

inhibitér Konsantrasyon = MiK” dur. Baglica bakteriyostatikler:

e Tetrasiklinler
e Makrolitler

e Siilfonamidler
e Amfenikoller

e Linkozamidler
e Metronidazol

e Mikonazol



1.1.1.2.Bakterisidler

Bunlar bakteri hiicresini dogrudan yok ederler. Bakterisid etki giiciiniin

gostergesi “Minimum Bakterisid Konsantrasyon = MBK” dur.

e Beta-Laktamlar

a. Penisilinler

b. Sefalosporinler

c. Monobaktamlar
d. Karbapenemler
e. Polipeptidler

f. Florokinolonlar
g. Vankomisin

h. Rifamisin

i. Teikoplanin

e Beta-Laktamaz Inhibitérleri
a. Sulbaktam
b. Tazobaktam
c. Klavulanik Asit
1.1.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirilmalari

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gore 5’e ayrilirlar (Akkan, 1997).

I. Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive

edenler

e Beta-Laktamlar (penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler, sikloserin, ristosetin, basitrasin, teikoplanin,

vankomisin).



II. Sitoplazma membranpermeabilitesini bozanlar

e Polimiksinler, gramisidin, nistatin, amfoterisin B, kandisein, ketokonazol
ve diger antifungalimidazoller, flukonazol ve diger antifungaltrizoller,

hekzaklorofen, katyonik deterjanlar.

III. Ribozomlarda protein sentezini bozanlar

o Tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolitler, amfenikoller, linkozamidler,

fisidik asit.

IV.  Bakteri genetik materyali iizerine etki yapanlar

e Florokinolonlar, rifamisinler, nalidiksik asit, metronidazol,
aktinomisinler, mitomisinler, bleomisin, asiklovir, doksorubisin,

daunorubisin, metotreksat.

V.  Bakteriyel antimetabolitler

¢ Siilfonamidler, siilfonlar, PAS, izoniazid (INH), trimetoprim, etambutol.

1.2. Tetrasiklinler

Baslica bakteriyostatiklerden olan tetrasiklinler, yapica birbirine ¢ok benzeyen
ve tetrasiklik bir bilesik olan naftasenkarboksamid'den tiireyen genis
spektrumlu antibiyotiklerdir. ilk tetrasiklin antibiyotik, 1948 yilinda
Streptomycesaureofaciens’ten elde edilen klortetrasiklindir. Daha sonra
oksitetrasiklin, tetrasiklin ve demetilklortetrasiklin isimli diger dogal
tetrasiklinler tedavide kullanilmaya baslamislardir. Bunlar1 yar sentetik
tetrasiklinler olan metasiklin, doksisiklin ve minosiklin izlemistir. En fazla
kullanilanlar oksitetrasiklin, tetrasiklin ve doksisiklindir. Tetrasiklin
antibiyotikler, antibakteriyel spektrumlari bakimindan genellikle benzer
yapidadirlar, ama belirli bir mikroorganizma tiiriine karsi etki giicleri

bakimindan az da olsa farklilik gosterebilirler (Kayaalp, 2005).



Tetrasiklinler, dayaniklilig1 ve diisiik maliyetinden dolay, insanlarin tedavisi ve
hayvancilikta genis bir kullanim yerine sahiptir. Bununla birlikte genelde
belirgin yan etkileri olmamasina ragmen tetrasiklinler, mide-bagirsak
sisteminde, cilt ve merkezi sinir sisteminde olumsuz etkiler gosterebilmektedir

(Briining vd., 2014).

Tetrasiklinler; siit ve siit tirtinleri, kalsiyum, magnezyum, aliminyum hidroksitle
birlikte alindiginda emilimi bozulur. Ayrica, tetrasiklinler kullanim stresi
dolduktan sonra kullanilmalar1 halinde zehirlenmeye yol acabilirler.
Tetrasiklinler zamanla toksik olma 6zelligine sahip nadir antibiyotiklerdendir.
Bu nedenle kullanim siiresi dolduktan sonra kullanilirsa, 6zellikle bobreklere

zarar verebilirler.

Oksitetrasiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin dahil olmak iizere
tetrasiklinler hayvan yetistiricili§inde 6nemli bir ila¢ grubudur (Zheng vd,
2012).

1.2.1. Tetrasiklinlerin Siniflandirilmasi

Tetrasiklinler kimyasal olarak bir karboksiamid islevsel gruba sahip, kismen
konjlige edilmis dort halka yapisi ile karakterizedir. Oksitetrasiklin, tetrasiklin,
klortetrasiklin, minosiklin, metasiklin, demeklosiklin ve doksisiklin bu

antibiyotik sinifinin temsilcisidir(Yu vd., 2011).

Tetrasiklinlerin aralarinda farmakokinetik yoniinden ciddi farklar vardir.

Bundan dolayy;

1. Kisa siire etkili (tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin)
2. Orta stre etkili (demeklosiklin ve metasiklin)
3. Uzun siire etkili (doksisiklin ve minosiklin)

olmak tizere tlige ayrilirlar.



Tetrasiklinlerin yapisinda 5 veya 6 kiral merkezi vardir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Tetrasiklinin kimyasal yapisi

Tetrasiklin ailesinin ilk tyesi olan klortetrasiklin (Sekil 1.2), veterinerlik
uygulamasinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Klortetrasiklin, hiicre duvari inhibitoru
antibakteriyel etkenlere direncli olan bazi mikroorganizmalara karsi aerobik ve
anaerobik gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi da aktiftir.
Klortetrasiklin duyarli bakterilerin hiicrelerine aktif olarak tasinir ve 30S
ribozom alt pargaciklarina baglandiktan sonra protein biyosentezini
engelleyerek etkilemektedir. Klortetrasiklin ayrica domuz, kiimes hayvanlari ve

diger ciftlik hayvanlarinin tedavisinde de etkilidir (Posyniak vd., 2005).

Sekil 1.2. Klortetrasiklinin kimyasal yapisi

Oksitetrasiklin (Sekil 1.3), genis spektrumlu antimikrobik etkinlik ve diisiik
maliyet nedeniyle gelismekte olan iilkelerde tedavi amacgh olarak siklikla

kullanilir (Shi vd., 2017).
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Sekil 1.3. Oksitetrasiklinin kimyasal yapisi

Tetrasiklinler olduk¢a karasiz polar bilesiklerdir. Asidik ve bazik ortamlarda
epimerlerine doniistrler (Sekil 1.4). Bilesiklerin epimerine doniisiimlerinde
sadece 4 numarali karbon iizerindeki amonyum katyonu ile hidrojenin
yerdegisimi olmaktadir. Tetrasiklin ve epimerlerinin kimyasal formiilleri

Cizelge 1.1’ de gosterilmistir.

Sekil 1.4. Tetrasiklin ve epimerlerinin kimyasal yapisi

Cizelge 1.1. Tetrasiklin ve epimerlerinin kimyasal formiilleri

R1 R2 R3 R4 R5 R6
Tetrasiklin H CHs OH H N(CHs3)2 | H
4-epitetrasiklin H CHs OH H H N(CHs)2
Oksitetrasiklin H CHs OH OH N(CHs)2 | H
4-epioksitetrasiklin | H CHs OH OH H N(CH3)2
Klortetrasiklin CI CHs OH H N(CHs)2 | H
4-epiklortetrasiklin | CI CHs OH H H N(CH3)2

1.3. Ters Faz Sivi Kromatografi Yontemiyle iyonlagsma Sabiti Tayini

Ilyonlasma sabiti (pKa) tayini bircok bilimsel alanda, ozellikle de eczacilikta

biiyiik 6neme sahiptir. ila¢ bilesiklerinin lipofilisitesi, ¢oziiniirligii ve



gecirgenligi pKa' ya bagimhdur. ila¢ gelistirme prosesinde pKa hakkinda dogru
bilgi sahibi olmak olduk¢a 6énemlidir. Bunun yanisira biyolojik sistemlerde bir
bilesigin absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atiimini (ADME) tahmini ve
kantitatif yapi1 alikonma iliskilerinin belirlenmesi icin pKa gereklidir. Suda
¢oziinmesi yeterli olmayan veya su ortaminda iyonlasma sabitleri tayin
edilmeyen bilesikler su-organik c¢ozucu ikili karisimlarinda kolaylikla tayin
edilebilirler (Kazakevich ve Lobrutto, 2007; Narasimham ve Barhate, 2011). Bu
parametrenin  belirlenmesinde  potansiyometrik  ve  kondiiktometrik
titrasyonlar, spektrofotometrik yontemler, Kkapiler elektroforez ve sivi
kromatografi yontemleri siklikla kullanilmaktadir (Barbosa vd., 2001;
Demiralay vd., 2009; Sanh vd., 2009; Demiralay vd., 2010; Canbay vd., 2011,
Demiralay vd., 2012 ).

Sivi kromatografide iyonlasan ¢oziinen icin kromatografik alikonmanin (tR)
mobil faz pH' sinin bagimlilig: teorik olarak ilk Horvath ve Melander tarafindan

onerilmistir (Horvath vd., 1977).

Zayif monoprotik bir asit icin alikonma faktoriiniin degisimini gdsteren bu

esitlikte,

K
+ tRA’ __a
B ms
K
1+~ 2
a,. ¥ (1.1)

K, .Zayif asidin iyonlagma sabiti

: Debye-Hiickel esitligi tarafindan hesaplanan mobil fazdaki iyonlasan
asidin aktivite katsayisi
trua : lyonlasmamis zayif asidin kapasite faktorii
tra :lyonlasmis zayif asidin kapasite faktorii

- : Mobil fazdaki hidrojen iyonu aktivitesi

Bu bagintidan goriildiigii gibi iyonlasan bilesigin alikonma zamanini etkileyen 3
etken vardir. Bunlar, molekiiler tiirtin ve iyonik tiiriin alikonma zamani ve

bilesigin iyonlasma sabitidir. Bu li¢ deneysel deger de organik modifiyerin



derisimine bagh degerlerdir. Bu baginti, herhangi bir iyonlasan bilesikte organik
modifiyerin belli derisimi icin iyonlasma sabiti degeri ve su-organik ¢coziicii ikili
karisiminin hidronyum derisimi biliniyorsa, bize teorik alikonma zamani

degerlerini hesaplama imkani saglar.

Bir bilesigin pKa tayini sivi kromatografik yontemle yapilmak istendiginde mobil
fazin bilesimi sabit tutulur. Farkli pH degerlerinde mobil fazin hazirlanmasi ve
her bir pH kosulu icin ticer enjeksiyonla alikonma zamanlarinin belirlenmesi
gerekir. Bu tip tayinde pKa * 2 araliginda farkli pH degerlerinde alikonma
zamanlar1 belirlenir. Absis ekseninde pH’ lar, y ekseninde alikonma zamani
kullanilarak hazirlanan sigmoidallerin doniim noktasi bilesigin iyonlasma

sabitini verir.

1.3.1. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, karisimlardaki kimyasal bilesiklerin ayrilmasi, taninmasi ve
tayini icin kullanilan bir analitik metottur. Biitiin kromatografik ayirmalarda
numune, gaz veya sivl olan hareketli faz ile tasinir. Tim kromatografik
uygulamalarda “sabit faz” ve “durgun faz” kavramlar vardir. Bir kolon veya diiz
bir ylizeyde tutturulmus faza durgun faz; durgun faz lizerinden veya arasindan
gecen ve analiti iceren faza hareketli faz ad1 verilir. Karisimdaki bilesenler, akis
halindeki hareketli fazla durgun faz lizerinden gecirilir; kromatografik ayirma,
bilesenlerin go¢ hizlarina bagh olarak gerceklesir. Durgun faz tarafindan
kuvvetli tutulan numune bilesenleri, hareketli fazin akisiyla ¢ok yavas hareket
ederler. Buna karsin durgun faz tarafindan zayifca tutulan bilesenler hizl
hareket ederler. Bu hareket hizlarinin farkliligi sonucu, numune bilesenleri
birbirinden Kkalitatif ve kantitatif olarak analizlenebilen farkli bantlar veya
bolgeler seklinde ayrlirlar. Kromatografik yontemler iki sekilde
siniflandirilabilir. Kolon kromatografide, durgun faz ince bir kolonda tutulur ve
hareketli faz basing altinda bu durgun faz arasindan geg¢meye zorlanir.
Diizlemsel kromatografide, durgun faz diiz bir plaka iizerine veya bir kagidin
gozenekleri arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz durgun fazarasindan
kapiler etkisiyle veya yercekimi etkisiyle hareket eder. Kromatografinin daha

temel siniflandirmasi kullanilan durgun faz ve hareketli fazlarin tipleri ve fazlar



arasinda madde aktarimini saglayan dengelerin cinslerine gore yapilir

(Kazakevich ve Lobrutto, 2007).

Kolon Kromatografik yontemlerin siniflandirilmasi

* Sivi Kromatografi (LC) hareketli faz: siv1
* Gaz Kromatografi (GC) hareketli faz: gaz
» Superkritik akiskanli kromatografi (SFC) hareketli faz: stiper kritik sivi

1.3.2. Sivi Kromatografik Yontemler

Sivi kromatografik yontemler nétral, asidik ve bazik ozellikteki bilesiklerin
kalitatif ve kantitatif analizleri icin yaygin olarak kullanilan bir analitik tekniktir.
Yiiksek performans sivi kromatografide (HPLC), hareketli faz, sivi; durgun faz,
cok kiiciik boyutta kat1 parcaciklardan olusur. Bu kromatografi tiirti, verilen bir
numunedeki bilesenlerin hizla ayrimina, ayrica ugucu olmayan veya sicaklikla
bozunan ve bu nedenlerle gaz kromatografik tayinleri zorlukla gergeklestirilen
maddelerin ayrimina da imkan tanir. Bunun yani sira asitlerin ve bazlarin
iyonlasma sabitlerinin (pKa) tayininde siklikla kullanilmaktadir. Yiiksek
performans sivi kromatografi, durgun faz ve hareketli fazin bagil polaritelerine

gore iki tiptir.

» Normal faz swv1 kromatografisinde durgun faz polar, hareketli faz
apolardir.

» Ters faz sivi kromatografisinde durgun faz apolar, hareketli faz polardir.

Bu yontemde az miktarda bilesige ihtiya¢ duyulmaktadir yani ¢oziinebilirlik
onemli bir sorun tegkil etmemektedir ve bilesigin saf olmasina gerek yoktur.
Tayini yapilan bilesiklerdeki safsizliklarin belirlenebilmesi ve bu safsizliklarin
hata getirmemesi gibi avantajlarindan dolay1 siklikla kullanilir. Bu yontemde
siklikla su-organik ¢oziicii ikili karisiminda tayinler yapilmaktadir. HPLC
yontemiyle bilesiklerin ayrimi sabit faz ve mobil fazla analit molekiillerinin

etkilesimini temel alir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Ters faz sivi kromatografik proses

Sivi kromatografik yontemle iyonlasma sabitlerinin tayininde bilesigin pKa*2
degerleri dikkate alinarak mobil fazin pH degerleri belirlenir ve pH’ s1 belli
mobil fazlar kullanilarak alikonma zamanlari belirlenir. Alikonma zamaninin pH
ile degisimi grafige gecirildiginde sigmoidal davranis gézlenir. Bu sigmoidalin
orta noktasindaki pH degeri, o bilesigin ¢alisilan ortamdaki iyonlasma sabitini
verir. Aynca asidik veya bazik bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin tayininde sivi
kromatografik yontemle hesaplama yapabilen non-lineer regresyon programlari

da gelistirilmistir (NLREG Version 4.0).

1.4. Ters Faz Sivi Kromatografide Kullanilan Temel Kavramlar

RPLC yontemiyle tayini yapilan analitlerin hem kalitatif hem de kantitatif

belirlenebilmesi i¢in kullanilan terimler asagida verilmistir (Skoog vd., 2011).
1.4.1. Allkonma Siiresi

Numune enjeksiyonundan sonra kolonda tutunmayan tiire ait pik siiresi o6li
zaman (to) olarak adlandiriir ve analit piklerinin taninmasinda 6nemli rol

oynar. to, 6lii zaman olarak tanimlanir ve hareketli fazin ortalama go¢ hizini
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verir. to belirleyici olarak organik ¢6ziicli veya iyonlasan bilesenlerle calismada
KBr, urasil veya NaNOs gibi tuzlarin sudaki ¢ozeltileri kullanilir. Bu degerin
yeterli dogrulukta belirlenmesi kapasite faktorlerinin hesaplanmasinda son
derece 6nemlidir. Numunenin enjeksiyonu ile bu pikin dedektoére ulasmasi i¢in

gecen sureye alikonma stresi denir ve tr simgesiyle gosterilir (Skoog vd., 2011).

1.4.2. Kapasite Faktorii (Allkonma Faktorii)

Kapasite faktori (k) 6nemli bir deneysel parametre olup, tayin edilen analitlerin
kolonda go6¢ hizlarini tanimlamakta yaygin olarak kullanilir. Ayni zamanda bu

nicelik hareketli faz ve sabit faz arasindaki afiniteyi de gostermektedir (Sekil

1.6).
k=1.1 k=25 k=40
to\ H /\A/\
R TR Y E I E

Alikonma zamani

Sekil 1.6. HPLC kromatogrami

Bu parametre asagidaki baginti ile hesaplanir:

(1.2)

Bir ¢6ziinen madde i¢in alikonma faktorii birden ¢ok kiiciik ise, eliisyon o kadar
hizli olur ki; alikonma siiresinin dogru tayini zorlasir. Ote yandan alikonma
faktori 20-30 gibi bir sayidan daha biiyiik ise, eliisyon siireleri gereksiz sekilde
uzar. Karisimdaki c¢oziinenler i¢in alikonma faktorlerinin 1 ile 5 arasinda

olmasini saglayan sartlarda ayirmalar en ideal sekilde yapilir (Skoog vd., 2011).
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Calisilan herhangi bir analit icin kapasite faktorii degeri daha ¢ok mobil fazdaki
organik ¢oOziiciiniin (metanol, asetonitril, tetrahidrofuran) yilizdesinin

degistirilmesiyle istenilen degere getirilir (Sekil 1.7).

%630 asetonitril

. a M
1 2 3 . = . r . 2
1 z ] *

zaman g 1 = s - s s ZAMMAN .
PR a

%6 25 asetonitril

5 B T & 8 10 11 1 13 14 18 18 1
0 ] 3 [l 5 B T B

Sekil 1.7. Organik ¢oziicl degisiminin kapasite faktoriine etkisi

3:50 asetonitril

Kapasite faktari

640 asetonitril

Zaman o 1 F a a 5 " ZAaman g
Kapasite faktdrii :

L

B

1.4.3. Secicilik Katsayisi (o)
A ve B gibi iki ¢6zlinen icin bir kolonun segicilik katsayisi

Ky oy~ (1.3)

"t

seklinde tanimlanir. Burada ks daha kuvvetli tutunan B tiiri i¢in dagilma
katsayisi; ka ise, daha az kuvvetle tutunan veya daha hizli olarak kolondan elue
edilen A tiiri i¢in ise ayni sabittir. Bu tanima gore a daima birden biiytktir. a,
1,15 ise iki bilesigin % 98 oraninda birbirinden ayrildig1 kabul edilir (Poole ve
Poole, 1991). Sabit fazin se¢iminde analitin segiciligi ayirmay1 belirgin bir

sekilde etkiler (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. Secicilikte kolon farkliliginin gosterimi

1.4.4. Kolon Verimliliginin Kantitatif Tanim

Kromatografik kolon verimliliklerinin nicel 6l¢iimiinde birbiriyle bagintili iki
terim sikca kullanilir: (1) tabaka ytiksekligi (H) ve (2) teorik tabaka sayis1 (N).

Bu iki terim arasindaki baginti (H=L/N ) kolon verimliligini anlatmada siklikla

kullanilir.

L, kolon dolgusunun uzunlugudur. Bir kolonda, tabakalarin sayisinin artmasi
(N) ve tabaka ytksekliginin (H) azalmasiyla verimlilik artar. Tirlerine ve
icerdikleri hareketli ve durgun fazlarin ¢esitlerine bagh olarak kolonlardaki

verimlilik buyiik farkliliklar gosterebilir.

1.4.5. Pik Asimetrisi
Bir pik i¢in asimetri degeri eniyi pik sekli degerinin belirlenmesi i¢in 6l¢iilen bir

niceliktir. Pikin asimetri degeri 1 den biiytlik olursa pik 6nden kuyruklanma, bu

deger 1’ den kiiciik olursa arkadan kuyruklanma yapar (Sekil 1.9).
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%10 pik yiiksekligi

Asimetri=b/a

Sekil 1.9. Kolon asimetrisi

1.4.6. Bir Kolonda Teorik Tabaka Sayisi1

Bir kromatogramdan teorik tabaka sayisi (N) degeri asagidaki baginti

kullanilarak bulunur:

ty "
N:5,54[W ] (1.4)

0,5

Burada tr, bir pik icin alikonma siiresi ve W,;, pik yar yiiksekligindeki pik

genisligi (zaman birimiyle) dir (Poole ve Poole, 1991).

1.4.7. Ayirma Giicii (Rs)

Birbirini izleyen iki pik arasindaki ayirma gict, Rs, i¢in farkli bagintilar

gelistirilmistir. Asagidaki baginti kullanilarak ayirma giicti hesaplanabilir.

1 (-1 K,
RS_ZN[ a }[(1+k2)} (1.5)

Bir kromatogratik ayirmada en az ayrilan pikler, kritik pik cifti olarak
adlandinlir. Pik ciftinin temel c¢izgide birbirinden ayrilabilmesi i¢in ayirma
faktoriiniin en az 1,5 olmasi istenir. Ayirma giicii, 1’den kii¢iik oldugunda yeterli
ayirim olmamaktadir (Poole ve Poole, 1991). Ayrica bir ayirmada secicilik

faktoriindeki degisim ayirma giiciinii biiytik oranda etkiler (Sekil 1.10)
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Sekil 1.10. Segicilik faktoriinlin ayirma giictine etkisi

1.5. Coziinen Tanimlayicisi Kullanilarak Alikonma Faktoriiniin Tahmini

Ters faz sivi kromatografi (RPLC) yonteminde c¢oziinenin alikonmasi nin
belirlenmesi bir¢ok faktére bagimli (sabit faz, organik modifiyerin tipi, mobil faz
bilesimi ve pH'sy, kolon sicakligl) ¢cok kompleks bir islemdir. RPLC' de ¢6zilinenin
alikonmasinin tahmin edilmesi i¢in bircok model 6nerilmistir. Bu modellerden
birisi olan lineer solvasyon enerji bagintis1 (LSER) ile nétral, asidik, bazik ve
amfiprotik bilesiklerin alikonma faktorlerini tahmin etmek miimkiindiir. Bunun
icin ¢oziinen tanimlayicisi olarak ¢cogunlukla ¢6zlinenin iyonlasma derecesi (D)

kullanilmaktadir. D, mobil fazin pH' sina bagiml bir sabittir (Roses vd., 1998).

Zayif bir asit (HA) i¢in iyonlasma asagidaki gibi gosterilir (Esitlik 1.6):

HA + H,0 & A~ + H;0"Ka = [H;07][ A7]/[HA] (1.6)
D, asidin mobil faz pH' s1 ve pKa degerine bagiml olarak hesaplanabilir (Esitlik
1.7 ve 1.8).

D =[A~]/[HA] + [A"] = Ka/[H;0*] + Ka (1.7)

D = 10PH-PKa) /11 4 10PH-PKa)] (1.8)

Zayif asit icin deneysel olarak tayin edilen alikonma zamani (tr) notral (trua) ve
iyonik (tra-) tiirlerin alikonma zamani ve her bir tiir icin hesaplanmis mobil faz

pH' sina bagimli D ile hesaplanabilir (Esitlik 1.9).
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tr = (1 = D)tgpa + Dtga- (1.9)

Esitlik 1.10 zayif asidin mobil faz pH' sina bagiml olarak belirlenen alikonma
zamaninin (tr) sigmoidal iliskisini tanimlamaktadir. Sivi kromatografik kolonda
zayif asidin iyonik formu, nétral formundan daha az tutunur (tra-< trua). Esitlik
1.10 sadelestirildiginde asagidaki esitlige dontistiriliir.

logtg = logt,,, , +log(1 — D) (1.10)

RHA

tra- degerinin trua’ya oranlanmasi ile f parametresi tanimlanabilir (Esitlik 1.11).

f = tra-/trHa (1.11)

Esitlik 5, f degerine bagimli olarak tekrar asagidaki sekilde yazilabilir (Esitlik
1.12).

logtg = logtgya + log[1 — D(1 — f)] (1.12)

log[1 — D(1 — f)] bilesigin iyonlasmasini agiklamak i¢in ¢éziinen tanimlayicisi

olarak kullanilabilir.

D kullanilarak hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde olusan dogrunun dogrusal olmasi beklenir. Bunun yanisira egim
degerinin 1 ve kesim degerinin 0 veya sifira yakin olmasi gerekmektedir (Roses

vd., 1998).

1.6. iyonlagan Analitin Ahkonmasinda Organik Modifiyerin Etkisi

Ters faz sivi kromatografi ayirmalarinda, hareketli faz sabit faz ylizeyinden daha
polar (daha hidrofilik) olmalidir. Bu ayirmalarda su-organik c¢oziici
karisimlarinda genelikle metanol veya asetonitril tercih edilmektedir. Organik
modifiyerin se¢imi ayirmanin segiciligini etkileyecektir. Ciinkii metanol ve

asetonitril dipol moment, asitlik ve baziklik gibi farkli solvatokromik 6zelliklere
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sahiptir (Cizelgel.2). Asetonitril yiiksek bir dipol momente sahiptir ve asitligi
(hidrojen bag donérti) olduk¢a baskindir. Buna karsin metanol daha diisiik dipol
momente sahiptir ve bazikligi (hidrojen bag1 akseptorii) olduk¢a baskindir ve
oldukca diisiik eliisyon glicline sahiptir. Su ile bu ¢6ziiciilerin olusturdugu ikili
ve uc¢li karisimlar metot gelistirme esnasinda ayirma segiciliginde
kullanilmaktadir. Asetonitril diisiik UV absorbansa, diisiik viskoziteye ve yliksek

kaynama noktasina sahip oldugundan siklikla kullanilmaktadir.

Cizelge 1.2. Ters faz swvi kromatografide yaygin kullanilan ¢o6ziciilerin
solvatokromik ve fizikokimyasal 6zellikleri

Cozicl Dipol Asitlik | Baziklik | UV Viskozite | Kaynama | Polarite
moment | a B (nm) | (mPas) | noktasi (P)
(°0)
Su 0,39 0,43 0,18 200 1,00 100 9,0
Metanol 0,28 0,43 0,29 205 0,60 65 6,6
Asetonitril | 0,60 0,15 0,25 190 0,37 82 6,2

Ters faz swvi kromatografi yonteminde, %100 su ortaminda c¢alismak
mumkiindir. Fakat su ortaminda yeterli ¢éziintirliigii olmayan bilesikler icin
mutlaka mobil fazda bir miktar organik modifiyer bulunmasi1 gerekmektedir.
Asidik analitler i¢in, su-organik ¢oziici ikili karisiminda organik c¢éziiciiniin
artmasiyla bilesigin pKa degeri artmaktadir (Sekil 1.11). Sekilde naproksen
icin % 40, 45, 50 ve 55 (h/h) asetonitril-su ikili karisimlari i¢in pH’ ya bagimh

kapasite faktoru degerleri kullanilarak elde edilen sigmoidaller goriilmektedir.

5]
Asetonitril
5 -
m) o ,
4 (m) % 40
= 3 | (x) %45,
2 A T (#) % 50,
A .n. 'y e
1 ) % 55
0 T T T T T T T T T
3 3.5 4 4.5 5 55 5] 6.5 T 75 8

pH

Sekil 1.11. Asidik analitin pKa degerine organik modifiyerin etkisi

17



1.7. Ters Faz Sivi Kromatografi Yonteminde Su Ortamindaki pKa

Degerlerinin Belirlenmesi

Ters faz siv1 kromatografi yonteminde % 100 su ortaminda ¢alisilabilir. Fakat
calisilan bilesiklerin hepsi suda ¢dziinemeyebilir. Bunun i¢in mobil faza bir
miktar organik modifiyer ilave etmek gerekir. Mobil fazda organik modifiyerin
varligl analitin pKa' sini direkt olarak etkiler. Bir bilesigin su ortaminda
coziinmemesi bilesigin su ortamindaki pKa degerinin hesaplanmasi i¢in engel
teskil etmemektedir. Bilesigin su-organik ¢6ziicii karisiminda elde edilen pKa
verileri kullanilarak farkli metotlarla bilesigin sudaki degerini hesaplamak
mumkiindir. Su ortamindaki pKa degerlerinin hesaplanmasi i¢in bir¢ok metot
oldugundan, tez kapsaminda kullanilan organik modifiyer derisimi farkli olan
ortamdaki mol kesri-pKa degerleri kullanilarak hesaplama ve solvatokromik
¢oziicii parametresi ( EN) kullamlarak  yapilan hesaplama yontemleri

anlatilacaktir (Takacs-Novak vd., 1997; Avdeef vd., 1999; Babi¢, 2007).

1.7.1. Mol kesri-pKa yontemi

Bu yontemde mutlaka mobil fazda kullanilan organik ¢o6ziiciiniin hacimce
kesrine karsilik mol kesri degerlerinin bilinmesi gereklidir (Cizelge 1.3, Cizelge

1.4, Cizelge 1.5) (Rosés ve Bosch, 2002). Mobil fazdaki organik ¢6ziiciiniin mol
kesrine karsi, mobil fazdaki pKa({pK,) degerleri grafige gecirilerek lineer bir

dogru elde edilir. Lineer dogrudan elde edilen fonksiyonun kesim noktasi

analitin sudaki pKa degerini verir.
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Cizelge 1.3. 25 °C’ de metanol-su ikili karisimi i¢in baz1 makroskopik veriler

%MeOH (h/h) Mol Kesri (Xmeon)  Yogunluk (kg dm-3) pKsu

0 0,000 0,995 14,00
10 0,047 0,983 14,08
20 0,100 0,969 14,08
30 0,160 0,955 14,07
40 0,229 0,939 14,09
50 0,308 0,921 14,14
60 0,400 0,901 14,23
70 0,509 0,878 14,39
80 0,640 0,852 14,63
90 0,800 0,822 15,04
100 1,000 0,787 16,77

Cizelge 1.4. 25 °C’ de asetonitril-su ikili karisimi i¢in baz1 makroskopik veriler

%ACN (h/h) Mol Kesri (Xacn) Yogunluk (kg dm-3) pKsu

0 0,000 0,995 14,00
10 0,040 0,983 14,24
20 0,079 0,968 14,47
30 0,130 0,950 14,74
40 0,186 0,931 15,08
50 0,260 0,908 15,48
60 0,339 0,885 15,90
70 0,440 0,859 16,42
80 0,578 0,829 17,14
90 0,755 0,802 17,13
100 1,000 0,782 34,40

Cizelge 1.5. 25 °C’ de tetrahidrofuran-su ikili karisimi i¢in bazi makroskopik
veriler

% THF (h/h) Mol Kesri (XTHF)  Yogunluk (kg dm-3)  pKsu

0 0,000 0,991 14,00
10 0,024 0,993 14,12
20 0,053 0,989 14,31
30 0,087 0,983 14,52
40 0,129 0,974 14,79
50 0,182 0,964 15,13
60 0,250 0,950 15,56
70 0,342 0,937 16,14
80 0,471 0,921 -

90 0,667 0,903 -

100 1,000 0,882 34,7
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1.7.2. Solvatokromik Céziicii Parametresi ( EY) Kullanilarak Hesaplama

Yontemi

Bu yontem kullanilarak bilesigin i¢cin mobil fazdaki organik modifiyerin farkl
yiizdelerinde hesaplanmis olan solvatokromik ¢oziicii parametresine ( EY) karsi
pKa degerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen bagintida solvatokromik ¢oziicii
parametresi (x) yerine su ortamindaki solvatokromik ¢6ziicii parametresinin
sabit degeri 0,46 konularak bilesigin su ortamindaki iyonlasma sabiti degeri

belirlenir.

1.8. Metot Validasyonu Parametreleri

Metot Validasyonu, uygun kesinlik ve dogruluk ile metodun giivenirligini
gosteren Olciim islemleridir. Bu islemin amaci, secilen metodun istenen amaca
uygun nitelikte sonuc¢ verdigini belirlemek ve metodun strekli kullanimi
sirasinda istenen performansi saglayan kosullar1 belirlemek ve kontrol altinda
tutmaktir. Bu bolimde metot validasyonu icin gerekli olan istatistiksel

parametreler agiklanacaktir.

1.8.1. Giiven Sinirlari, Giiven Aralig1 Ve Giiven Seviyesi

Giiven sinirlari, giiven aralifl ve giliven seviyesi tayinleri énemli islemlerdir.
Clinkl bu tayinler yardimiyla kendisine hi¢bir zaman ulasilamayan dogru veya
gercek degere (p), yaklasilir veya dogru degerin iginde bulunacag:
konsantrasyon araciligi belirli bir ihtimalle belirlenir. Bu araligin iki ucuna
gliven sinirlari, bu iki u¢ arasindaki acikliga giiven araligi, dogru degerin hangi
ihtimalle (ytizde olarak) bu simirlar icinde bulunacagina da, giiven seviyesi

denir (Giindiiz, 2010).

1.8.2. Dogruluk

Dogruluk, dogru veya gercek degerle, bulunan ortalama deger arasindaki farktir.
Sonuglar ortalama % geri kazanim olarak verilir. Ortama ilave edilen analitin

analiz yapilan ortamdan hangi oranda geri alinabildigini gosterir. Segilen her bir
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derisim icin minimum 5 tayin yapilmahdir (Riley ve Rosanske, 1996). Dogruluk

mutlak veya bagil olarak verilir.

1.8.2.1. Mutlak Bagil ve Yiuizde Bagil Hatalar

Mutlak hata, bir aletin veya cihazin iireticisi tarafindan tespit edilen hatasidir.
Bagil hata ise boyutsuz bir sayidir. Bagil hataya, bagil standart sapmada denir ve
bias (% Bias) olarak ifade edilir. Bias, genelde sistematik hata anlaminda
kullanilir. Boyle bir hata art1 veya eksi olabilir. Bagil standart sapma genellikle

% olarak ifade edilir (%BSS) (Esitlik 1.13, Esitlik 1.14)(Glindliz, 2010).

%BSS = > X100 (1.13)
Xort
%BH = 22— Xor 4109 (1.14)
GD

GD: Gergek Deger
SS: Standart Sapma

Xort: Ortalama Deger

1.8.3. Kesinlik

Kesinlik ve dogruluk ¢ok 6nemli ayr iki terim olmalarina ragmen, ¢ogu zaman
birbiriyle karistirilir. Bir analizde bulunan sonuglarin birbirine yakinligina
kesinlik denir. Kesinligin bir baska tamimi da, bir grup analiz sonucunda en
kiiciik sonucla en biiylik sonu¢ arasindaki farktir (yayilmadir). % BSS (Bagil
Standart Sapma) veya % VK (Varyasyon Katsayisi1) olarak ifade edilir. Ol¢iim
yapilan herbir derisim i¢in minimum 5-6 tayin yapilmalhdir. Kesinlikle dogruluk
arasinda direkt bir baglant1 yoktur. Bir analizde, sonuglarin kesinligine bakarak
dogruluk hakkinda kesin bir sey séylenemez. Kesinlik, standart sapma ve bagil
standart sapma; varyans; yayillma ve sapma, ortalama sapma ve bagil ortalama

sapma terimleri ile ifade edilebilir (Giindiiz, 2010).
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1.8.4. Standart Sapma

Standart sapma analizle (6l¢imle) bulunan sonuglarin ortalama deger etrafinda
dagilimin1 gosteren bir kesinlik parametresidir. Bu parametreye (standart
sapmaya) sonuclarin ortalama deger etrafinda degiskenlik degeri de denir. Bir
analizde hesaplanan standart sapma degeri ne kadar kiiciikse, analizin kesinligi

o kadar iyidir veya ytiksektir denir (Giindiiz, 2010).

Kesinlik, tekrarlanabilirlik (repeatability), orta kesinlik (intermediate precision)
ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) olmak iizere {i¢ kisimda

incelenmektedir.

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman aralif1 igerisinde ayni islem kosullar1 altindaki
kesinligi ifade eder. Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi
hazirlanir ve bu ¢ozeltilerden en az 10 6l¢iim yapilir. Bu tekrar edilebilirlik giin
ici veya calisma sirasindaki kesinlik olarak da adlandirilir. Sonucta, kesinlik elde

edilen degerlerin %BSS’ 1 verilerek ifade edilir ve %BSS <1,0 olmalidir.

Orta kesinlik, calismalar arasi, deneyler arasi veya giinler arasi kesinlik olarak
tanimlanan bu deger ¢alismanin tam anlamda kesinligini belirtir. Bu kesinligi

saglayan calisma diger kesinlik parametrelerini de saglamis olur.

Analizi yapilacak maddenin ¢alisma ortamindaki ¢6zeltisi ayr1 ayr1 hazirlanir ve
bu c¢ozeltilerin her birinden en az 3’er 6l¢iim, farkli giinlerde ve/veya farkli
analizciler tarafindan ve/veya farkli cihazlarla yapilir. Sonugta, orta kesinlik
elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir ve %BSS <2,0 olmaldir.

Biyolojik numunelerle ¢alisirken %BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.

1.8.5. Secicilik

Analizi yapilacak maddenin numunede bulunan girisim yapma ihtimali bulunan

diger yardimci veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak

tayin edilebilecegini gésteren bir parametredir. Secicilik, miktar tayini sirasinda
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gerekli validasyon islemleri yapilirken, teshis testleri ve safsizliklarin tayini

sirasinda yapilmahdir.

1.8.6. Gozlenebilirlik Sinir1 (LOD)

Analizi yapilan 6rnegin belirledigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt
derisimdir. Dogrudan yapilan deneylerden, gozlenerek yapilan hesaplamalarda

genel olarak sinyal/glriiltii (signal/noise) orani 3 olarak alinir.

Teshis sinir, Esitlik 1.15 kullanilarak hesaplanir.

LOD=3xSS/m (1.15)

esitligi kullanilir. Bu esitlikte SS= Kor c¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem
uygulandiginda elde edilen sonuglarinin veya ilgili kalibrasyon dogrusunun
kesisim degerinin standart sapmasi, m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim

degeridir.

1.8.7. Tayin alt sinir1 (LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak
miktarinin tayin edilebilecegi, dogrusallik sinirlar1 igerisine girmeyen veya
kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan derisim diizeyidir. Dogrudan
yapilan deneylerden gozlenerek LOQ tesbiti icin genel olarak sinyal/giirulti

oranli 10 olarak alinir.

Tayin alt siniry, Esitlik 1.16 kullanilarak hesaplanir.

LOQ=10xSS/ m (1.16)

esitligi kullanilir. SS= Kor ¢ozeltilerinde (en az 5 adet) yontem uygulandiginda
elde edilen sonuglarin veya y ekseninindeki kesisim degerinin standart sapmasi,
m= ilgili kalibrasyon dogrusunun egim degeridir. SS ve m degerleri LOD

esitliginde kullanilan degerlerle aynidir.
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1.8.8. Dogrusallik

Derisime karsi cevabin dogru orantili olarak artmasi ve cizilen grafikte
noktalarin diiz bir ¢izgi Uzerinde yer almasidir. Dogrusal araligin
belirlenmesinde, icerisinde tayini yapilacak madde derisimleri bilinen en az 5
degisik derisim iceren ¢ozeltinin analiz edilmesi gerekir. Kalibrasyon grafigi
elde edildikten sonra, bu grafik kullanilarak herhangi bir numune igerisindeki
aranilan madde derisimi Sekil 1.12" den de goriilecegi gibi bu dogrusal grafikten
elde edilen bagintitidan bulunabilir (Miller ve Miller, 2008). Bir analizde elde
edilen bir seri noktay: en iyi temsil edecek dogrunun cizilebilmesi i¢in en kiigliik
kareler metodundan yararlanilir. Bir seri analiz sonucuna regresyon analizi
uygulanarak korelasyon Kkatsayisi (r) belirlenir. Korelasyon katsayisi iki
degisken arasindaki bagintinin (ilginin) bir 6l¢iistiidiir. Bu bagint1 genel olarak r

ile gosterilir ve r degeri +1 ile -1 arasinda degisir.

3200020 »
2500000 -3
" =l
a 7
200 o / 200
EDS -

b Ry 208000 | s s 5
& | giF ¥ = 145907x + 831,43 z
100 |-- 0 100

0 s 0 DEriSi!;l 20 5
0 0

v T r : 1 r T T T T
250 295 00 305 30 ns 320 325 330 335
Zaman

Sekil 1.12. HPLC yontemi ile kalibrasyon islemi

Kalibrasyon dogrusu, 3 farkli metotla cizilebilir. Bunlar;

e Dis standart metodu,
e ¢ standart metodu

e Standart ekleme metodudur.
Dis standart metodu en basit kalibrasyon egrisi cizme metodudur ve bundan
dolay1 basit analitik problemler icin kullanilmalidir. Elde edilen sonuclar

tekrarlanabilir olmalidir.
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i¢ standart metodu, enjeksiyon hacminden gelebilecek hatalar1 bertaraf etmek
icin kullanilan 6nemli bir metottur. Numune hazirlama ve numune uygulama
sirasinda olabilecek numune kayiplarinin diizeltilmesi amaciyla kullanilir. I¢
standart metodunda, kalibrasyon grafigi analit sinyalinin i¢ standart sinyaline
oranil olarak grafige gegcirilir. Uygun i¢ standart madde se¢mek cok kolay
olmayabilir. Bu yontemde secilen i¢ standart madde, saf olmali, numune
matriksinde numuneye karsi reaktif olmamali, numunenin diger
bilesenlerinden tamamen ayrilmali, benzer dedektér yanitina sahip olmahidir

(Glndiiz, 2010).

Standart ekleme metodu analiz edilecek madde miktar1 sinirh degilse iyi bir
metottur. Matriks etkinin biiylik 6l¢iide var oldugu karmasik numunelerin
analizinde standart ilave yontemi yaygin olarak kullanilir. Standart ilave
yontemi ile yapilan ¢alismalarda numune ortamina belli hacimlerde standart
eklenir. Bu katkili ¢ozeltilerde okunan dedektoér sinyaline her iki derisimin
(numune, ilave edilen standart) katkisi vardir. Standardin ilave edilen hacmi ile
okunan sinyal arasinda lineer bir iliski vardir. Bu iliskiden yararlanilarak

bilinmeyenin derisimine gegilir.

1.9. Kat1 Faz Ekstraksiyonu Yontemi

Numune hazirlama isleminde zaman kaybinin 6nlenmesi ve analiz maliyetinin
azaltilmasi1 amaciyla, 1970°li yillarin ortalarinda klasik metotlara alternatif
olarak yeni bir teknik olan kati faz ekstraksiyon metodu (solid phase extraction,
SPE) kullanilmaya baslanmistir. Gliniimiizde en etkili 6rnek hazirlama
yontemlerinden olan SPE, 6zellikle cevre ve gida, analitik biyokimya, farmasotik
biyoanaliz, toksikoloji ve adli tip, kozmetik analizlerinde kullanilan numune

hazirlama yontemlerin basinda gelmektedir.

SPE yontemi, temel olarak kiigiik, tek kullanimlik ekstraksiyon kolon veya
disklerine ¢esitli tutucu maddelerin doldurulmasi ve sivi 6rneklerini istenmeyen
bilesenlerden ayirma (temizleme), yogunlastirma ve sonraki analiz asamalari
icin 6rnek matriks yapisinin degistirilmesi amaglariyla hazirlanmis olan kolon

ve disklerden gecirilmesi esasina dayanmaktadir. Sivi 6rnegin kolondan
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gecirilmesi, yercekimi vasitasiyla gerceklestirilebildigi gibi, zaman kaybinin
Oonline gecmek amaciyla vakum yardimiyla da yapilabilir. Son yillarda ayni
prensiple ¢ok daha dusik miktarda ornegin uygulandigi ¢ok sayida SPE
plakalar1 da kullanilmaktadir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

SPE metodunda kolondan gecirilme sirasinda ornek molekiilleri ile tutucu
madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. Bu etkilesimden
faydalanarak maddelerin ayrilma islemi baslica iki yolla gergeklestirilir. Birinci
yontemde ilk asamada, analiz edilecek bilesik tutucu maddeye baglanarak kolon
icinde tutulurken, ¢ozelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile herhangi bir
etkilesime girmezler. Daha sonra istenmeyen bilesenler uygun yikama ¢ézeltisi
ile uzaklastirilir ve analiz edilecek bilesen tutucu maddeden uygun bir ¢6zelti

yardimiyla ¢ozdiiriilerek alinir (Yavuz ve Aksoy, 2006).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bu tez c¢alismasinda genis bir kullanom alam1 olani antibiyotik grubu
tetrasiklinler ve epimerlerinin iyonlasma sabitlerinin tayini ters faz sivi
kromatografi yontemiyle farkl derisimlerdeki asetonitril-su ikili karisimlarinda
yapilmistir.  Literatiirde tetrasiklinlerin  ¢esitli  analitik  yontemlerle
(potansiyometrik, spektrofotometrik, ters faz sivi kromatografi) iyonlasma
sabitlerine dair veriler vardir. Fakat bu bilesiklerinin epimerlerinin pKa
degerlerine ait literatiirde hicbir veri yoktur. Ayrica bu bilesiklerin pKa
degerlerinin tayini yeni bir teknoloji "Core shell" teknigiyle yapilmis sivi
kromatografik kolonla gerceklestirilmistir. Ayrica tezde tayini yapilan
bilesiklerin belirli pH araliginda elde edilen kapasite faktori, ayirma giicii ve
secicilik faktorii degerleri g6z oOniine alinarak ayni anda ayrilma kosulu
belirlenmistir. Bu sekilde yapilmis hi¢bir calisma olmadig1 detayh literatir

arastirmasi sonucu belirlenmistir.

Secilen bilesiklerin iyonlasma sabiti tayinine dayali literatiir 6zetleri asagida

verilmistir.

Qiang ve Adams (2004), insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
26 antibiyotigin pKa degerlerini potansiyometrik yontemle tayin etmislerdir. 2.
tirev yaklasimi ve non-linneer regresyon programlariyla bilesiklere ait pKa
degerleri hesaplanmistir. Elde ettikleri verileri literatiir verileriyle
karsilastirmiglardir. Calismacilar tetrasiklin grubunda bulunan biitin
antibiyotiklerin pKai, pKaz ve pKas degerlerini hesaplamiglardir. Bu tayinle

sirasiyla 3-4; 7-8; 9-10 araliginda pKa degerleri hesaplamislardir.

Sanli vd (2009), potansiyometrik titrasyon ve ters faz sivi kromatografi
yontemiyle bes tetrasiklinin(tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin,
doksisiklin ve metasiklin) pKa degerlerini su ve asetonitril-su ikili
karisimlarinda (%10, %20, %30, v/v) tayin etmislerdir. Calismacilar bilesiklerin
potansiyometrik titrasyonla 3 pKa' sinida tayin etmislerdir. RPLC’ de sadece
pKai’ i tayin etmisler ve tayin esnasinda klasik C18 kolon kullanmislardir.

Calismacilar su-asetonitril ikili karisimlarinda elde ettikleri pKa1 degerlerini

27



kullanarak mol kesri-pKa yontemiyle su ortamindaki pKa degerlerini
hesaplamiglardir. Elde ettikleri degerleri de SPARC programiyla

karsilastirmislardir.

Ghasemi ve Jajalvand (2011), spektrofotometrik yontemle tetrasiklinin asidik ve
bazik iyonlasma sabitlerini asetonitril-su ve metanol-su ikili karisimlarinda
tayin etmislerdir. Calismada spektral pH-absorbans degerleri kullanilarak
kemometrik yontemle veri degerlendirmesi yapmislardir. Spektrofotometrik
tirasyonda tetrasiklin bilesigi 5.10-> M olarak hazirlanmistir. Titrasyon 200-450
nm arasinda pH 2-12 araliginda yapilmistir. Ayrica bilesigin su ortamindaki pKa

degerleri kamlet Taft parametreleri kullanilarak belirlenmistir.

Amat vd. (2012), caismalarinda tetrasiklinin iyonlasma sabiti degerlerini SPARC
bilgisayar programi ile hesaplamis ve bu bilesigin yapisal analizini yapmistir.
Calismacilar 3 numarali karbon iizerinde bulunan OH grubuna ait pKa1 degerini
2,5; 12 numarali karbon iizerinde bulunan OH grubuna ait pKa degerini 7 ve 4
numaral karbon tizerinde bulunan amonyum katyonuna ait pKa3z degerinin 12,6
olarak hesaplamistir. Hesaplanan bu degerleri literatlirdeki mevcur deneysel

degerlerle karsilastirmistir (Sekil 2.1).

H pK, = 12.6 (calc)
9.0 (exp)

-

HO H N + pK,' = 2.5 (calc)

\ ,*‘s 2 ;': 34 (cxp).
. X ~_ 1 X _OH

"H H™ pK.2= 7.0 (cale)
7.3 (exp)

Sekil 2.1. Tetrasiklinin deneysel ve bilgisayar programi ile hesaplanmis pKa
degerleri

Tetrasiklin bilesiklerinin ve epimerlerinin farkli numunelerde tek baslarina

veya birlikte tayinine yonelik calismalar literatiirde yer almaktadir. Bilesiklerin
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ters faz sivi kromatografi yontemi ile farkli ortamlardaki tayinlerine ve
validasyonlarina yonelik giincel literatiir ¢alismalarinin 6zetleri asagida

verilmistir.

Iwaki vd. (1992), Floresans dedektor kullanarak hassasiyeti yiiksek ters faz sivi
kromatografi yontemini tetrasiklin antibiyotiklerinin (TC'lerin) tespiti icin
gerceklestirmislerdir. Bu yontem, mobil fazda floresans-arttirici reaktifler
olarak disodyum etilen daimin tetra asetatik asit (EDTA) ve kalsiyum Kklortr
kullanimina dayanmaktadir. Hareketli fazdaki bu reaktiflerin konsantrasyonlari,
TC'lerin floresans duyarliligini biiyiik 6lgiide etkilemistir. EDTA ve kalsiyum
kloriiriin konsantrasyonu sirasiyla 25 ve 35 mM ve hareketli fazin pH degeri 6,5
oldugu kosulda maksimum floresans duyarlilig1 elde edilmistir. Kolon sicaklig
floresans duyarliligl ¢ok etkilemistir. Enjekte edilen 3.75 ng'lik TC'lerde kesinlik
(bagil standart sapma) % 1.12 ile 2.20 arasinda hesaplanmistir. Tetrasiklin ve
oksitetrasiklin i¢in 0.075-37.5 ng ve klortetrasiklin i¢in 0.225-37.5 ng araliginda
dogrusallik tayin edilmistir. Bu yontemin tespit limitleri ti¢ farkli TC i¢cin 49-190
pg arasinda hesaplanmustir. Onerilen yontem, i¢ standart yéntemiyle farmasotik

formiilasyonlara ve balik dokularina da uygulanmistir.

Cinquina vd. (2003), sig1r siitii ve dokularinda tetrasiklinlerin belirlenmesi i¢in
diyot-dedektore sahip yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC-DAD)
yontemini optimize etmislerdir. Alinan sit ve doku numuneleri kati1 fazh
ekstraksiyon o0zellikli Oasis HLB kartusu kullanilarak ekstrakte edilmigtir.
Bilesikler 365 nm’ de analiz edilmislerdir. Analizler, 0,01 M okzalik asit-
asetonitril-metanol (60:25:15, v/v/v) iceren mobil faz ve C8 kolonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tetrasiklin geri kazanimlarn sttte %81,1; kas da ise %83,2
den yiiksek hesaplanmistir. Bu yontemin si@ir siiti ve Kkasi icin
SANCO/1805/2000 European Decision’in belirledigi sartlara uygun oldugu
dogrulanmistir. Tiim siit ve kas bilesikleri icin dedeksiyon limitleri siit ve kas
bilesikleri i¢in sirasiyla 117,2-131,3 pg/kg ve 114,9-133,1 pg/kg arasinda

hesaplanmistir.
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Fritz ve Zuo (2007), Siitte tetrasiklin (TC), 4-epitetrasiklin (4-epiTC) ve
oksitetrasiklin (OTC) tayini icin DAD dedektorlii sistemle (HPLC-PAD) ters faz
yliksek performanshi bir sivi kromatografisi ile metot optimizasyonu ve
validasyonu yapmiglardir. Ayirma, oda sicakliginda Waters Symmetry C18
kolonla, 0,010 M sulu okzalik asit: asetonitril: metanol (150: 20: 20, v/v) iceren
bir mobil faz ile 8 dakikadan daha kisa bir siirede gergeklestirildi. Siit
orneklerinin tayini i¢in kati faz ekstraksiyon yontemi kullanilmis ve islem
Discovery SPE DSC-18 kolonlarinda gerceklestirilmistir. Her bir tetrasiklinin
kalibrasyon fonksiyonlarinin hesaplanmasinda pik alanlar1 kullanilmistir.
Bilesiklerin dedeksiyon limitleri 2 pug/L altinda hesaplanmistir. TC, 4-epi TC ve
OTC'nin ortalama geri kazanimlan sirasiyla %91.5, 71.5 ve 83.1 olarak
hesaplanmistir. Bu yontem, yerel siipermarketlerden satin alinan siit 6rnekleri

icinde TC, 4-epiTC ve OTC'nin ayn1 anda tespiti i¢in uygulanmistir.

Wang vd. (2008), bu calismada, dort tetrasiklin antibiyotiginin ayni anda
belirlenmesi ve ayrimi i¢cin Rezonans Raman Spektroskopisine (HPLC-RRS)
sahip yeni bir ters farz yiiksek performans sivi kromatografisi gelistirmistir.
Bilesikler Synergi Fusion-RP kolon kullanilarak akis hiz10.8 mL/dk olan
metanol-asetonitril-okzalik asit (5mM) mobil faz karisimiyla iyi bir
kromatografik ayrim gerceklestirilmistir. Kolon sicakhigt 30 oC olarak
ayarlanmistir. Rezonans Raman Spektroskopisi (RRS) sinyali 370 nm’de tespit
edilmistir. Dedeksiyon limitleri oksitetrasiklin icin 10,36-518,0 pg/mlL,
tetrasiklin icin 12,11-605,5 pg/mL, klortetrasiklin i¢in 11,79-589,5 pg/mlL,
doksisiklin icin 10,32-516,0 pg/mL olarak tespit edilmistir. Lineer regresyon
katsayilar1 timii icin 0,999’ un ustiinde hesaplanmistir. Yontem ila¢ formiilleri
ve baldaki OTC, TC, CTC ve DCnin belirlenmesi icin basarili sekilde

uygulanmistir. Yontem kolay, hizli ve yiiksek tekrarlanabilirlik géstermistir.

Cristofani vd. (2008), bu ¢alismada, HPLC-DAD teknigiyle hayvan kaslarinda
tetrasiklinlerin (tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve doksisiklin) ve 4-
epimerinin (4-epitetrasiklin, 4- epioksitetrasiklin ve 4-epiklortetrasiklin)
belirlenmesini saglamiglardir. Numuneler, i¢ standart olarak metasiklin
ilavesinden sonra 0,1 M siiksinik asit (pH 4) ve metanol karisimi ile ekstrakte

edilmislerdir. Ekstraksiyon islemi OASIS HLB polimerik ters fazli kolonda
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gerceklestirilmistir. Yedi analitin kromatografik ayrimi gradient eliisyonla kisa
bir monolitik kolonda 10 dk’da gergeklestirilmistir. Gelistirilen metodun sigir
kasinda Commission Decision 2002/657/EC kriterine uygun oldugu tespit
edilmistir. Numuneler dort konsantrasyon seviyesinde analiz edilmistir. Yontem
dogrulugu ve hassashiginin (tekrarlanabilirlik) yani sira LOD ve LOQ degerleride

rapor edilmistir.

Nikolaidou vd. (2008), bu ¢alismada, 375 nm’de tavuk kasi ve yumurta sarisinda
yedi tetrasiklinin (minosiklin, tetrasiklin, oksitetrasiklin, metasiklin,
demoklosiklin, Kklortetrasiklin ve doksisiklin) belirlenmesi i¢cin HPLC-DAD
yontemini gelistirmislerdir. Kalitatif tayinleri yapilmis olan tetrasiklinler, tavuk
kasindan % 15 TFA ve 0,4 M okzalat tamponu (pH 4) karisimi kullanilarak
ekstrakte edilmislerdir. Tavuk kasi ve yumurta sarisindan daha yiiksek geri
kazanim elde etmek i¢in LiChrolut ve Nexus kati faz kartuslar1 kullanilmistir. Bu
sekstraksiyon islemi i¢in 0,01 M C2ZH204 / CH3CN / CH30H (40:30:30 v/v/v)
karisimini igeren eliisyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Ayirma, Kromasil ODS-3
analitik kolonunda gerceklestirilmistir. Mobil faz, 0,01 M okzalik asit ve CH3CN
karisimindan elde edilmistir. Belirleme, secicilik, dedeksiyon limiti, kantitatif
yorum sinirl, dogruluk, kesinlik ve hassaslik gibi validasyon kriterlerinin
Decision 2002/657/EC protokoliine uygun oldugu dogrulanmistir. Tavuk
kaslar1 ve yumurtalar icin geri kazanimlar % 92-110,1 ve % 89-106 olarak
siralanmistir. Tim bagil standart sapma (RSD) degerleri % 11’ den disiik
hesaplanmistir. Tavuk dokularinda ve yumurtada dedeksiyon limiti sirasiyla

113,45-118,18 pg/kg ve 206,53- 214,60 pg/kg olarak tayin edilmistir.

Gajda ve Posynyak (2009), tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasiklinin ve 4-
epimerinin ve doksisiklinin hayvan dokularinda ayni anda tayini i¢in ters faz
siv1 kromatografi yontemini gelistirmislerdir. Biyolojik matrikserden analitlerin
ektraksiyonu 0,02 M okzalik asit (pH 4) c¢ozeltisinde gerceklestirilmistir.
Kullanilan kat1 faz ekstraksiyonu i¢in polimerik kartuslar tercih edilmistir.
Kromatografik ayirma C18 kolonda asetonitril, metanol ve 0,02 M okzalik asiti
iceren mobil fazda gradient modda gerceklestirilmistir. Dedeksiyon UV
dedektorle A = 355 nm de yapimistir. Katkilandirilmis numunelerden

analitlerin geri kazanim degerleri %50-%80 arasinda hesaplanmistir.
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Jing vd. (2009), gida maddelerinden tetrasiklin antibiyotiklerin (TC'lerin) kati
faz ekstraksiyon yontemi olarak molekiiler baskilama teknigiyle kullanarak
hizli, spesifik ve hassas bir yontem gelistirmistir. MIP' lerdeki bosluklar tayini
yapilacak olan tetrasiklinlerin tayini i¢cin hazirlanmistir. Belirlenen optimum
kosullar altinda MIP ler i¢in baskilanma faktorleri sirasiyla 4.1 (oksitetrasiklin),
7.0 (tetrasiklin), 7.4 (chlortetrasiklin), 7.7 (doksisiklin) olarak hesaplanmistir.
Ayrica, MIPlerin kati faz ekstraksiyon emici olarak performansi degerlendirilmis
ve molekiiler bakilanmis kat1 faz ekstraksiyonu (MISPE) prosediiriiniin yliksek
ekstraksiyon verimliligi gosterilmistir. Ticari kartuslarla karsilastirildiginda,
MISPE, C18 ve Oasis HLB kartusundan daha iyi bir ekstraksiyon verimi ve daha
yliksek bir geri kazanma saglamistir. Son olarak, sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometrisi ve molekiiler baskilanmis kati faz ekstraksiyonu ile birlestirilen
yontem, 1stakoz, ordek, bal ve yumurta gibi gercek orneklerde de valide
edilmistir. TC'lerin katkilandirilmis geri kazanimlar1t % 94.51 ile % 103.0

arasinda hesaplanmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boélimde tetrasiklin, Kklortetrasiklin, oksitetrasiklin, 4-epitetrasiklin, 4-
epiklortetrasiklin ve 4-epioksitetrasiklinin iyonlasma sabitlerinin, su-asetonitril

karisiminda ters faz sivi kromatografik yontemle tayininde kullanilan cihazlar

ve kimyasallar hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler, analitik veya HPLC safliktadir.

Bu tezde calisilan bilesiklerin 6zellikleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri

. . Bilesik
Bilesik Kimyasal Yapaisi Ozellikleri

/
\

M.A: 444,44
g/mol

L
(%)
nnnz

Tetrasiklin

C22H24N20s UV@275 nm

NH,
Temin edildigi
OoH o OH o o firma: Acros

OH o) ) OH OH
M.A: 478,88

Klortetrasiklin g/mol

UV@270 nm

C22H23CIN20s

PN Te.min edildigi
firma: Acros

Zinnmn
Q

i i i I M.A: 460,439

Oksitetrasiklin g/mol

NH,

UV@270 nm

C22H24N209

Zuunn

\
/

Temin edildigi
firma: Acros
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Cizelge 3.2. Calisilan bilesikler ve 6zellikleri (Devam)

M.A: 480,90 g/mol
4-Epitetrasiklin UV@255 nm
C22H24N20s
Temin edildigi
firma: Sigma

M.A: 515,35 g/mol

NH,

4-Epiklortetrasiklin UV@255 nm

C22H23CIN20s
Temin edildigi
firma: Acros

M.A: 460,44 g/mol

NH,
4-Epioksitetrasiklin UV@255 nm

C22H24N209

Temin edildigi
firma: Acros

Kromatografik ¢calismalarda yararlanilan diger kimyasal maddeler ve 6zellikleri,

Cizelge 3.3’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Kullanim amaci Aciklama
. . . , Merck, analitik
Sodyum hidroksit | Mobil faz pH’sinin ayarlanmasinda saflikta
Urasil Kolonda tutunmayan tiiriin kolonu Merck, analitik
terk etme zamanini belirlemede saflikta
Potasyum hidrojen | Elektrot kalibrasyonu icin referans Merck (Referans
fitalat standart Deger Standardi)
Asetonitril Mobil faz i¢in .l.<u}la"nllan organik J. T. Bakver, HPLC
coziicli safliginda
Fosforik asit Mobil faz pH’sinin ayarlanmasinda Merck, analitik
saflikta
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3.2. Kromatografik Calismalar

3.2.1. Kullanilan cihazlar

3.2.1.1. Yiiksek performans sivi kromatografisi cihazi

Calisilan bilesiklerin sivi kromatografik davranislarinin incelenmesinde ve pKa
degerlerinin tayininde, Shimadzu marka Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi
cihaz1 kullanilmistir. Sistemde, pompa (LC-20AD), UV-Visible dedektor (SPD-
20A), kolon firin1 (CTO-20A) ve gaz giderme iinitesi (DGU-20A3) bulunmaktadir.

3.2.1.2. pH/iyon metre

HPLC mobil fazinin pH élgiimlerinde Metleer Toledo MA 235 pH/ Iyon analiz
cihazi kullanilmistir. Metleer Toledo InLab 413 Ag/AgCl kombine cam
elektrottan yararlanilmistir. IUPAC’ a gore asetonitril-su ve metanol-su ikili
karisimlarinda elektrot kalibrasyonu icin potasyum hidrojen fitalat referans
standart ¢ozelti olarak secilmistir. Mobil faz pH’ sinin ayarlanmasi esnasinda

sicaklik 25 °C + 0,1 °C’ de sabit tutulmustur.

3.2.2. RPLC Kolon Se¢imi

Literatiir arastirmalari sonucunda yapilan biitiin pKa ve validasyon
calismalarinin geleneksel kolonlarla yapildig1 goriilmektedir. Bu g¢alismada
calisilan tetrasiklinlerin ve epimerlerinin ayrimi gerceklestirileceginden bu
islemin C18 ve C8 kolonlarla yapilmas1 miimkiin degildir. Geleneksel, tamamen
gozenekli kolonlarda bilesiklerin tayininde bant genislemesi ve uzun alikonma
zamani sivi kromatografik calismalari simirlandirmaktadir. Bu ytlizden kisa
alikonma zamani ve etkin bir ayirma icin son yillarda ters faz sivi kromatografik
kolonlarda "Core Shell" teknigi tercih edilmektedir. Bu tezde bilesiklerin ve
epimerlerinin tayininde bu teknik kullanilarak gelistirilmis Kinetex F5 kolon
(150x4,6 mm ID, 2,6 pm) kullanilmistir. F5 (pentafluorofenil-propil) faz,
hidrojen bagi, hidrofobik, elektrostatik, aromatik ve sterik/diizlemsel
mekanizmay1 iceren polar ve polar olmayan etkilesimlerin kombinasyonu

olarak bilinmektedir. Bu fazi iceren kolon polar ve polar olmayan asidik, bazik
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ve notral bilesiklerin tayini i¢in kullanilmaktadir. Ayrica izomer bilesiklerin
tayininde de oldukca etkin bir ayirma saglamaktadir. Bu kolonda mobil faz
olarak daha ¢ok asetonitril ve metanoliin kullanimi tercih edilmektedir. Kolonun

pH calisma aralig1 1,5-8,5 arasindadir (Fibigr vd., 2017).

3.2.3. Kromatografik Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

Kromatografik ¢alismada bilesiklerin her birinden 0,0010 g tartiip, 10 mL
mobil fazda ¢oziilerek 100 ppm’ lik ¢6zeltileri hazirlanmistir. Bu bilesikler oda
sicakliginda bozunma iiriinlerine doniistiigii i¢cin kullanilincaya kadar -18 °C' de
saklanmis ve bilesik c¢ozdiiriildiikten hemen sonra enjekte edilmistir. Sivi
kromatografi cihazina her bir stok ¢ozeltiden 20 pL enjekte edilmistir. Her bir
bilesik icin licer kez enjeksiyon yapilarak ortalama alikonma zamanlarn
belirlenmistir. Bilesiklerin iyonlasma sabitlerinin tayini i¢in ii¢ farkl asetonitril-
su karisiminda ¢alisilmistir. Bu kromatografik calismalar icin kolon sicaklig 25

°C, akis hiz1 0,5 mL/dakika olarak belirlenmistir.

3.2.3.1. %20 (h/h) Asetonitril-su ikili Karisim

200 mL’lik stok ortam icin 160 mL saf su alinmis ve lizerine 40 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili
karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
Mobil faza 30 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71
g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su -
asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada
etkisi incelenmek istenen farkh pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7;
7,5; 8) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida

degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.2.3.2. %25 (h/h) Asetonitril-su ikili Karigimi

200 mL’lik stok ortam i¢in 150 mL saf su alinmis ve iizerine 50 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili

karisimlarinda hacim biiziilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmistir.
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Mobil faza 30 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71
g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su -
asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada
etkisi incelenmek istenen farkl pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7;
7,5; 8) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida

degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.2.3.3. %30 (h/h) Asetonitril-su ikili Karigimi

200 mL’lik stok ortam i¢in 140 mL saf su alinmis ve tizerine 60 mL asetonitril
ilave edilmistir. Cozeltiyi bu sekilde hazirlayarak asetonitril - su ikili
karisimlarinda hacim buzilmesinden gelen olumsuz etki bertaraf edilmigtir.
Mobil faza 30 mM derisimde olacak sekilde H3PO4 (% 85 (a/a) ; 98 g/mol; 1,71
g/mL) ilave edilmistir. Bu ortama ayni derisimde asetonitril bulunduran su -
asetonitril karisiminda hazirlanmis NaOH’den (1 M) ilave edilerek calismada
etkisi incelenmek istenen farkh pH degerleri (2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5; 7;
7,5; 8) olan mobil fazlar hazirlanmistir. Mobil fazlar ultrasonik karistiricida

degaze edildikten sonra kullanilmistir.

3.2.3.4. Urasil ¢ozeltisi

Calisilan kosullarda kapasite faktorlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan urasil
cozeltisi, derisimi %0,01 (a/h) olacak sekilde suda hazirlanmistir. Urasilin
hazirlanan bu ¢ozeltisinden 20 pL enjekte edilerek kolonda tutunmayan tiire

0zgl to alikonma zamani belirlenmistir. Calisma dalga boyu 210 nm’dir.

3.2.3.5. Potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi

CeH4(COOK)(COOH), primer standart pH referans ¢ozeltisi olarak 0,05 molal
derisimde kullanilmis ve pH metre bu bilesik icin gerekli degere ayarlandiktan

sonra mobil fazlarin pH degerleri ayarlanmistir. 2 saat 110 °C’da kurutulmustur.

Calismalarda gerekli ¢ozeltiler, kullanilacaklar1 glin hazirlanmislardir.

37



3.3. YOntem

3.3.1. Sivi kromatografik Yontemle Tayin

HPLC yontemi ile iyonlasma sabitlerinin tayini ¢alismasinda, tUg¢ farkl
asetonitril-su karisimlarinda ¢alisiimistir. pH metre, pH degerleri belirlenirken
potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. pH metrenin kalibrasyonu,
kombine pH elektrodu ile 298,15 K referans alinarak yapilmistir. Elektrot,
okunan degerlerin kararli olabilmesi icin c¢alisilan su-organik c¢o6ziici
karisiminda bekletilmistir. Her bir ortam i¢in potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisi
0,05 mol/kg derisimde hazirlanmis ve baslangic potansiyel degeri
belirlenmistir. Her bir ¢ozelti icin 3 6l¢lim yapilmistir. Takiben her bir kosula ait
pH degeri 2,5-7 araliginda olacak sekilde ayarlanmistir. Bu ayarlama
islemlerinde tampon aralig1 dikkate alinarak 30 mM fosforik asit kullanilmistir.
Bu asit ilavelerinden sonra mobil faza 1 M NaOH ilave edilerek istenen pH

degeri saglanmistir.

Bilindigi gibi HPLC c¢alismasinda kapasite faktorleri, to dikkate alinarak
hesaplanir. Tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin, 4-epitetrasiklin, 4-
epiklortetrasiklin ve 4-epioksitetrasiklinin kapasite faktorlerinin
hesaplanmasinda kullanilacak to degeri wurasilin sudaki %0,01 (a/h)
derisimindeki ¢ozeltisi kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢calismada gerek urasil ve
gerekse bilesiklerin alikonma zamanlari, ikiser enjeksiyonla 6lciimlerin
ortalamasi alinarak belirlenmis ve bu degerler yardimiyla kapasite faktorleri (k)

hesaplanmistir.

3.3.2. Solver (Coziicii) Kullanilarak pKa Tayini

Solver (Coziicii), Windows icin Microsoft Excel'de "Eklentiler" secenegi
kullanilarak etkinlestirilen ve elektronik tablo optimizasyon modelleme sistemi
olarak kullanilan bir aractir. Cesitli dogrusal ve dogrusal olmayan esitlikleri
c¢ozmek icin kullanilir. Bir dizi deneysel veriyle bagimh degisken tlizerinde ilk
parametreler seti kullanilarak tahmin edilmek istenen veri ¢oziimlendirilerek

belirlenir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tezde tetrasiklin, oksitetrasiklin, klortetrasiklin ve epimerleri 4-
epitetrasiklin, 4-epioksitetrasiklin, 4-epiklortetrasiklinin asidik iyonlasma
sabitleri pKa1 ve pKaz degerlerinin tayini RPLC metodu ile gergeklestirilmistir.
Tetrasiklin grubu bilesiklerin yapisinda iki asidik grup ve bir tane de bazik grup
bulunmaktadir. Bu ¢alismada ¢alisilan HPLC kolonun pH aralig1 1,5-8,5 oldugu
icin bilesiklerin sadece asidik fonksiyonel gruplari tayin edilmistir. Bilesiklerin
iyonlasan kisimlarina ait pKa degerleri, tahmini iyonlasma sabiti hesaplayan

Chemicalize programiyla hesaplanmistir.

4.1. Bilesiklerin Chemicalize ile Hesaplanmis iyonlasma Sabitleri

Calisilan tetrasiklin grubu bilesikler icin C3' e bagl olan OH grubuna ait pKa1
(konjuge trion sistem); C12' ye bagh olan OH grubuna ait pKa2 (fenolik enon
sistem); C4' e bagh dimetilaminoya ait pKa3 degerleri Chemicalize programiyla
hesaplanmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Bilesiklerin epimerlerinden yapisal
olarak farki sadece 4 numarali C lizerindeki H ve N(CHs3)2' nin yerdegistirmesi
oldugundan epimerlerinin pKa degerleride bilesiklerinin pKa degerleriyle ayni
sekilde hesaplanmistir. Bu yiizden epimerlerin Chemicalize degerleri Cizelge

4.1' de verilmemistir.

Sekil 4.1. Tetrasiklinin genel yapisi
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Cizelge 4.1. Tetrasiklin ve epimerlerinin Chemicalize ile hesaplanmis tahmini

pKa degerleri
Bilesikler pKa1 pKaz pKas
Tetrasiklin 2,92 7,61 8,19
Oksitetrasiklin 2,84 7,24 7,38
Klortetrasiklin 2,65 7,24 8,55

4.2. Bilesiklerin RPLC Yontemiyle Farkhi Su-Organik Coéziicii Ikili

Karisimlarinda iyonlasma Sabitlerinin Tayini

Bu tez ¢alismasinda bilesiklerin asidik iyonlasma sabitlerinin tayini % 20, %25
ve %30 (v/v) asetonitril:su ortamlarinda gerceklestirilmistir. Her bir
asetonitril-su ikili karisiminda farkli pH degerleri 2,5; 3; 3,5; 4; 4,5; 5; 5,5; 6; 6,5;
7; 7,5; 8 olan mobil fazlar hazirlanmistir. Calisilan her bir pH degerinde
bilesiklerin tayin edilen alikonma degerleri kullanilarak lineer solvasyon enerji
bagintis1 (LSER) yaklasimiyla tr degerleri hesaplanmistir. Alikonma
hesaplanmasinda her bir mobil faz pH degeri ve bilesiklerin hesaplanmis
iyonlasma dereceleri (D) kullanilmistir. Ayrica bu ¢alismada termodinamik pKa
degerlerinin hesaplanmasi amaglandigindan bu yaklasima aktiflik katsayilarida
ilave edilmistir. Hesaplanan logtg ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde olusan dogrunun dogrusal oldugu, egim degerinin 1 ve kesim
degerinin 0 veya sifira yakin oldugu belirlenmistir. Daha sonra deneysel ve
hesaplanan degerler arasindaki farklarin toplami kullanilarak Solver (Coziicii)

ile ¢ozdirilmiis ve pKa degeri hesaplanmistir.

4.2.1. Tetrasiklin icin S1ivi Kromatografik Veriler

Tetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5 araliginda elde
edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.2' de verilmistir. Bu ¢izelgede bu ortam
icin hesaplanmuis aktiflik katsayilar1 da (y) verilmistir. Boylece aktiflik katsayilari
da hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin termodinamik pKa verileri

hesaplanmistir.
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Cizelge 4.2. Tetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisitminda pH 3-5
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 4,100 0,854 0,614 0,613 0,0000025
3,5 4,098 0,832 0,609 0,613 0,0000097
4 3,940 0,823 0,598 0,595 0,0000055
4,5 3,808 0,819 0,580 0,581 0,0000013
5 3,657 0,818 0,563 0,563 0,0000001
Toplam 0,000019

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin pKai degerinin hesaplanmasina yonelik
yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan
logty grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.2' de verilmistir.

0,620

y=1x-7.101 o o
0,610 r=0,995

Deneysel logt,
o o o
(9] (9, [e)]
(o] Vo] o
o o o

0,570

0,560
0,560 0,570 0,580 0,590 0,600 0,610 0,620

Hesaplanan logt,

Sekil 4.2. Tetrasiklin i¢in % 30 asetonitril: su ikili karisiminda, pH 3-5 arasindaki
deneysel ve hesaplanan logtr degerlerinin uyumunu gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. Tetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.3' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
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Cizelge 4.3. Tetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karistminda pH 5,5-8
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 3,591 0,817 0,555 0,555 0,000000202
6 3,588 0,816 0,554 0,555 0,000001160
6,5 3,533 0,813 0,551 0,548 0,000007058
7 3,513 0,805 0,544 0,546 0,000001715
7,5 3,430 0,788 0,535 0,535 0,000000005
8 3,376 0,767 0,529 0,528 0,000000011
Toplam 0,000010

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Hesaplanan logtg ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.3' de verilmistir.
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Sekil 4.3. Tetrasiklin i¢cin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
kars1 alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.4'

de verilmistir.
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Sekil 4.4. Tetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karissminda pH- alikonma
zamanl iliskisi

Tetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5 araliginda elde

edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.4" de verilmistir.

Cizelge 4.4. Tetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?

3 5,088 0,851 0,710 0,707 0,000014
3,5 5,063 0,834 0,699 0,704 0,000035

4 4,706 0,828 0,674 0,673 0,000003
4,5 4,386 0,825 0,644 0,642 0,000003

5 4,201 0,824 0,622 0,623 0,000001

Toplam 0,00006

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan c¢alismada deneysel ve
hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde

edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.5' de verilmistir.
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Sekil 4.5. Tetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5 arasindaki
deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu gosteren grafik
Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. Tetrasiklin i¢cin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 6-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.5' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.5. Tetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 6,0-8
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)2

6 4,253 0,822 0,629 0,629 0,000000002
6,5 4,229 0,818 0,627 0,626 0,000000057
7 4,195 0,808 0,622 0,623 0,000000628
7,5 4,122 0,790 0,616 0,615 0,000000785
8 4,095 0,770 0,612 0,612 0,000000144

Toplam 0,000002

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan calismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Hesaplanan logtg ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.6' da verilmistir.
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Sekil 4.6. Tetrasiklin i¢cin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 6,0-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.7' de verilmistir.
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Sekil 4.7. Tetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamani iliskisi

Tetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5 araliginda elde

edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.6' da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Tetrasiklin i¢cin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 7,357 0,850 0,870 0,867 0,000012
3,5 7,251 0,837 0,855 0,860 0,000026
4 6,753 0,832 0,829 0,829 0,000001
4,5 6,2435 0,831 0,801 0,795 0,000036
5 6,15 0,830 0,785 0,789 0,000013
Toplam 0,00009

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan c¢alismada deneysel ve
hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde

edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.8' de verilmistir.
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Sekil 4.8. Tetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5 arasindaki
deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayis1 degerleri beklenildigi
gibidir. Tetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-7,5
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.7' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
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Cizelge 4.7. Tetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karistminda pH 5,5-7,5
araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 6,000 0,829 0,775 0,778 0,0000073

6 5,899 0,827 0,773 0,771 0,0000044

6,5 5,805 0,822 0,766 0,764 0,0000042

7 5,671 0,810 0,752 0,754 0,0000040

7,5 5,415 0,791 0,734 0,734 0,0000003
Toplam 0,00002

Cizelge incelendiginde tetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.9' da verilmistir.
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Sekil 4.9. Tetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-7,5 arasindaki
deneysel ve hesaplanan logtgp degerlerinin uyumunu gosteren grafik

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.10" da verilmistir.
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Sekil 4.10. Tetrasiklin i¢cin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamani iligkisi

4.2.2. 4-epitetrasiklin i¢in S1vi Kromatografik Veriler

4-epitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisstminda pH 3-5 araliginda
elde edilen alikonma degerleri (tR) Cizelge 4.8' de verilmistir. Bu cizelgede bu
ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilar1 da (y) verilmistir. Boylece aktiflik
katsayilar1 da hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin termodinamik pKa verileri

hesaplanmistir.

Cizelge 4.8. 4-epitetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisitminda pH
3-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 3,799 0,854 0,582 0,580 0,0000062
3,5 3,824 0,832 0,580 0,583 0,0000056
4 3,765 0,823 0,575 0,576 0,0000011
4,5 3,645 0,819 0,563 0,562 0,0000016
5 3,531 0,818 0,548 0,548 0,0000001
Toplam | 0,0000146

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik
yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan
logty grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.11' de verilmistir.
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Sekil 4.11. 4-epitetrasiklin icin % 30 asetonitril: su ikili karisiminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtgp degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi1 degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.9' da verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilari da (y) verilmistir.

Cizelge 4.9. 4-epitetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
5,5 3,540 0,817 0,549 0,549 0,0000000

6 3,529 0,816 0,547 0,548 0,0000004
6,5 3,460 0,813 0,541 0,539 0,0000034
7 3,390 0,805 0,527 0,530 0,0000091
7,5 3,198 0,788 0,507 0,505 0,0000065
8 3,110 0,767 0,492 0,493 0,0000009

Toplam | 0,0000203

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.12"' de verilmistir.
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Sekil 4.12. 4-epitetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit igin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
kars1 alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.13'

de verilmistir.
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Sekil 4.13. 4-epitetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iligkisi

50



4-epitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5 araliginda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.10' da verilmistir.

Cizelge 4.10. 4-epitetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH
3-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 4,694 0,851 0,669 0,672 0,0000077
3,5 4,571 0,834 0,663 0,660 0,0000111
4 4,453 0,828 0,649 0,649 0,0000000
4,5 4,160 0,825 0,618 0,619 0,0000006
5 3,800 0,824 0,580 0,580 0,0000001
Toplam 0,0000194

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina y6nelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gortilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.14' de

verilmistir.
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Sekil 4.14. 4-epitetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 6-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.11' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
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Cizelge 4.11. 4-epitetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH
6,0-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
6 3,790 0,822 0,578 0,579 0,0000004
6,5 3,750 0,818 0,574 0,574 0,0000034
7 3,673 0,808 0,565 0,565 0,0000091
7,5 3,587 0,790 0,554 0,555 0,0000065
8 3,520 0,770 0,547 0,547 0,0000009
Toplam | 0,0000203

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.15' de verilmistir.
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Sekil 4.15. 4-epitetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 6,0-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklagimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.16' da verilmistir.
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Sekil 4.16. 4-epitetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iligkisi

4-epitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisitminda pH 3-5 araliginda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.12' de verilmistir.

Cizelge 4.12. 4-epitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH
3-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 6,399 0,850 0,807 0,806 0,0000012
3,5 6,358 0,837 0,804 0,803 0,0000002
4 6,279 0,832 0,795 0,798 0,0000104
4,5 5,950 0,831 0,777 0,775 0,0000055
5 5,709 0,830 0,756 0,757 0,0000004
Toplam 0,0000177

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goérilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.17' de

verilmistir.
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Sekil 4.17. 4-epitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epitetrasiklin i¢cin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-7,8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.13' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilar: da (y) verilmistir.

Cizelge 4.13. 4-epitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH
5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 5,301 0,829 0,717 0,724 0,00005

6 5,068 0,827 0,711 0,705 0,00003
6,5 4,894 0,822 0,694 0,690 0,00002
7 4,602 0,810 0,662 0,663 0,00000
7,5 4,270 0,791 0,626 0,630 0,00002
8 4,000 0,773 0,605 0,602 0,00001

Toplam 0,00013

Cizelge incelendiginde 4-epitetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.18" de verilmistir.
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Sekil 4.18. 4-epitetrasiklin i¢in % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-8,0
arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik.

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.19' da verilmistir.
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Sekil 4.19. 4-epitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iliskisi

4.2.3. Klortetrasiklin icin S1ivi Kromatografik Veriler

Klortetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5 araliginda
elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.14" de verilmistir. Bu ¢izelgede bu

ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir. Boylece aktiflik
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katsayilarida hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin termodinamik pKa verileri

hesaplanmistir.

Cizelge 4.14. Klortetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril: su ikili karistminda pH
2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 5,365 0,888 0,726 0,730 0,000014

3 5,229 0,854 0,723 0,718 0,000018

3,5 5,179 0,832 0,714 0,714 0,000000
4 4,952 0,823 0,695 0,695 0,000000

4,5 4,683 0,819 0,670 0,671 0,000001
5 4,470 0,818 0,651 0,650 0,000000

Toplam 0,000033

Cizelge incelendiginde klortetrasiklinin pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik
yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan
logty grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.20' de verilmistir.
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Sekil 4.20. Klortetrasiklin icin % 30 asetonitril: su ikili karisiminda, pH 2,5-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik
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Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. Klortetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.15' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.15. Klortetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril: su ikili karistminda pH
5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 4,400 0,817 0,643 0,643 0,000001

6 4,395 0,816 0,639 0,643 0,000016
6,5 4,205 0,813 0,629 0,624 0,000023
7 3,992 0,805 0,605 0,601 0,000017
7,5 3,799 0,788 0,572 0,580 0,000054
8 3,495 0,767 0,547 0,543 0,000010
Toplam 0,000120

Cizelge incelendiginde klortetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.21' de verilmistir.
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Sekil 4.21. Klortetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtyp degerlerinin uyumunu
gosteren grafik
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Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.22'

de verilmistir.
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Sekil 4.22. Klortetrasiklin i¢in % 30 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zaman iliskisi

Klortetrasiklin i¢cin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5 araliginda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.16' da verilmistir.

Cizelge 4.16. Klortetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 7,899 0,882 0,902 0,898 0,000019

3 7,810 0,851 0,896 0,893 0,000008
3,5 7,755 0,834 0,878 0,890 0,000128
4 6,942 0,828 0,843 0,841 0,000002
4,5 6,183 0,825 0,798 0,791 0,000044
5 5,888 0,824 0,766 0,770 0,000014
Toplam 0,000214

Cizelge incelendiginde Kklortetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel

ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gortilmektedir.
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Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon Kkatsayisi (r) degerleri Sekil 4.23' de

verilmistir.
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Sekil 4.23. Klortetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 2,5-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtp degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. Klortetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.17' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.17. Klortetrasiklin i¢cin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
5,5 5,254 0,824 0,714 0,720 0,000046

6 5,064 0,822 0,708 0,704 0,000011
6,5 4,838 0,818 0,691 0,685 0,000045
7 4,555 0,808 0,656 0,658 0,000006
7,5 4,083 0,790 0,609 0,611 0,000006
8 3,736 0,770 0,574 0,572 0,000003

Toplam 0,000115

Cizelge incelendiginde klortetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu

goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
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gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.24' de verilmistir.
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Sekil 4.24. Klortetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtp degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.25" de verilmistir.
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Sekil 4.25. Klortetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamani iliskisi
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Klortetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5 araliginda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.18' de verilmistir.

Cizelge 4.18. Klortetrasiklin i¢cin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 14,610 0,876 1,166 1,165 0,000001

3 14,312 0,850 1,159 1,156 0,000011
3,5 14,071 0,837 1,142 1,148 0,000040
4 12,838 0,832 1,109 1,108 0,000000
4,5 11,600 0,831 1,069 1,064 0,000023
5 11,122 0,830 1,043 1,046 0,000008

Toplam 0,000083

Cizelge incelendiginde klortetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina y6nelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goérilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.26' da

verilmistir.
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Sekil 4.26. Klortetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 2,5-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi

gibidir. Klortetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH 5,5-8,0
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araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.19' da verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.19. Klortetrasiklin i¢cin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8,0 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 9,880 0,829 0,994 0,995 0,0000003

6 9,800 0,827 0,991 0,991 0,0000000
6,5 9,595 0,822 0,983 0,982 0,0000012
7 9,282 0,810 0,968 0,968 0,0000000
7,5 8,937 0,791 0,950 0,951 0,0000011
8 8,680 0,773 0,939 0,939 0,0000004

Toplam 0,0000030

Cizelge incelendiginde klortetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.27" de verilmistir.
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Sekil 4.27. Klortetrasiklin i¢cin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-8,0
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.28" de verilmistir.
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Sekil 4.28. Klortetrasiklin i¢in % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamani iliskisi

4.2.4. 4-epiklortetrasiklin i¢in S1ivi Kromatografik Veriler

4-epiklortetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.20' de verilmistir. Bu
cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
Boylece aktiflik Kkatsayilarida hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin

termodinamik pKa verileri hesaplanmistir.

Cizelge 4.20. 4-epiklortetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda
pH 2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 4,800 0,888 0,680 0,681 0,000002

3 4,780 0,854 0,679 0,679 0,000001

3,5 4,722 0,832 0,674 0,674 0,000000
4 4,547 0,823 0,662 0,658 0,000021

4,5 4,370 0,819 0,637 0,640 0,000011
5 4,008 0,818 0,604 0,603 0,000001

Toplam 0,000035

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin pKai degerinin hesaplanmasina
yonelik yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin

birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logtr ile deneysel olarak
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bulunan logtr grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon

katsayisi (r) degerleri Sekil 4.29' da verilmistir.
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Sekil 4.29. 4-epiklortetrasiklin i¢in % 30 asetonitril: su ikili karisiminda, pH 2,5-
5 arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epiklortetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.21" de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.21. 4-epiklortetrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda
pH 5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 3,808 0,817 0,581 0,581 0,0000003

6 3,788 0,816 0,579 0,578 0,0000002
6,5 3,749 0,813 0,572 0,574 0,0000040
7 3,579 0,805 0,555 0,554 0,0000027
7,5 3,381 0,788 0,528 0,529 0,0000006
8 3,187 0,767 0,504 0,503 0,0000000

Toplam 0,0000078

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu

oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
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grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.30' da verilmistir.
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Sekil 4.30. 4-epiklortetrasiklin i¢in % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-
8 arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit igin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
kars1 alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.31'

de verilmistir.
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Sekil 4.31. 4-epiklortetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iliskisi
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4-epiklortetrasiklin igin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5

araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.22' de verilmistir.

Cizelge 4.22. 4-epiklortetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 6,349 0,882 0,801 0,803 0,000003

3 6,247 0,851 0,799 0,796 0,000013
4 6,107 0,828 0,782 0,786 0,000014
4,5 5,700 0,825 0,759 0,756 0,000008
5 5,409 0,824 0,732 0,733 0,000001
Toplam 0,000038

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goérilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.32' de

verilmistir.
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Sekil 4.32. 4-epiklortetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 2,5-
5 arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi1 degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epiklortetrasiklin i¢cin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.23" de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam i¢cin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

66



Cizelge 4.23. 4-epiklortetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 5,100 0,824 0,707 0,708 0,0000004

6 5,064 0,822 0,702 0,704 0,0000039
6,5 4,838 0,818 0,690 0,685 0,0000256
7 4,605 0,808 0,660 0,663 0,0000129
7,5 4,083 0,790 0,613 0,611 0,0000023
8 3,736 0,770 0,572 0,572 0,0000001

Toplam 0,0000452

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.33" de verilmistir.
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Sekil 4.33. 4-epiklortetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karissminda, pH 5,5-
8 arasindaki deneysel ve hesaplanan logtR degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.34' de verilmistir.
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Sekil 4.34. 4-epiklortetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iliskisi

4-epiklortetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 2,5-5

araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.24' de verilmistir.

Cizelge 4.24. 4-epiklortetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 2,5-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
2,5 14,252 0,876 1,160 1,154 0,000038

3 14,312 0,850 1,155 1,156 0,000000
3,5 14,071 0,837 1,141 1,148 0,000052
4 12,838 0,832 1,107 1,108 0,000002
4,5 11,124 0,831 1,051 1,046 0,000023
5 10,000 0,830 0,998 1,000 0,000004

Toplam 0,000118

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gortilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve Kkorelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.35' de

verilmistir.
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Sekil 4.35. 4-epiklortetrasiklin i¢in % 20 asetonitril:su ikili karissminda, pH 2,5-
5 arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epiklortetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.25" de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.25. 4-epiklortetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 5,5-8,0 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma

degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 8,190 0,829 0,897 0,913 0,00028
6 7,600 0,827 0,887 0,881 0,00004
6,5 6,950 0,822 0,859 0,842 0,00030
7 6,281 0,810 0,794 0,798 0,00001
7,5 5,003 0,791 0,693 0,699 0,00004
8 4,005 0,773 0,606 0,603 0,00001
Toplam 0,00067

Cizelge incelendiginde 4-epiklortetrasiklinin pKa2z degerine yo6nelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.36' da verilmistir.
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Sekil 4.36. 4-epiklortetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-8,0
arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.37' de verilmistir.
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Sekil 4.37. 4-epiklortetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iliskisi
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4.2.5. Oksitetrasiklin icin S1ivi Kromatografik Veriler

Oksitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3,0-5,0
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tR) Cizelge 4.26' da verilmistir. Bu
cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
Boylece aktiflik Kkatsayilar1 da hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin

termodinamik pKa verileri hesaplanmigstir.

Cizelge 4.26. Oksitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda pH
3,0-5,0 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 3,671 0,854 0,565 0,565 0,000000
3,5 3,656 0,832 0,562 0,563 0,000001
4 3,585 0,823 0,556 0,554 0,000002
4,5 3,531 0,819 0,547 0,548 0,000001
5 3,463 0,818 0,540 0,539 0,000000
Toplam 0,000004

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik
yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu gorillmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan
logty grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.38" de verilmistir.
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Sekil 4.38. Oksitetrasiklin icin % 30 asetonitril: su ikili karisiminda, pH 3,0-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik
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Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. Oksietrasiklin i¢in %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.27' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.27. Oksitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 3,382 0,817 0,528 0,529 0,000001

6 3,354 0,816 0,526 0,525 0,000001
6,5 3,325 0,813 0,521 0,522 0,000001
7 3,216 0,805 0,510 0,507 0,000006
7,5 3,148 0,788 0,495 0,498 0,000009
8 3,043 0,767 0,485 0,483 0,000002

Toplam 0,000019

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.39' da verilmistir.
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Sekil 4.39. Oksitetrasiklin i¢cin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik
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Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.40'

da verilmistir.
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Sekil 4.40. Oksitetrasiklin icin % 30 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamani iliskisi

Oksietrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3,0-5 aralifinda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.28' de verilmistir.

Cizelge 4.28. Oksitetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
3,0-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 4,327 0,851 0,637 0,636 0,00000
3,5 4,278 0,834 0,629 0,631 0,00001
4 4,064 0,828 0,613 0,609 0,00001
4,5 3,953 0,825 0,594 0,597 0,00001
5 3,800 0,824 0,581 0,580 0,00000
Toplam 0,00003

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goérilmektedir.

Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
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edilen egim, kesim ve korelasyon Kkatsayisi (r) degerleri Sekil 4.41' de

verilmistir.
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Sekil 4.41. Oksitetrasiklin i¢cin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3,0-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi1 degerleri beklenildigi
gibidir. Oksitetrasiklin i¢in %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 6,0-8
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.29' da verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.29. Oksitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
6,0-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
6 3,880 0,822 0,588 0,589 0,000002
6,5 3,806 0,818 0,583 0,581 0,000008
7 3,783 0,808 0,575 0,578 0,000008
7,5 3,657 0,790 0,565 0,563 0,000003
8 3,621 0,770 0,558 0,559 0,000000
Toplam 0,00002

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.42' de verilmistir.
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Sekil 4.42. Oksitetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karissminda, pH 6,0-8,0

arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma

degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis

Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil

faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.43" de verilmistir.
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Sekil 4.43. Oksitetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma

zamanl iligkisi
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Oksietrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3,0-5 araliginda

elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.30' da verilmistir.

Cizelge 4.30. Oksitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-
5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 5,799 0,850 0,765 0,763 0,000003
3,5 5,709 0,837 0,753 0,757 0,000013
4 5,399 0,832 0,734 0,732 0,000003
4,5 5,206 0,831 0,718 0,716 0,000002
5 5,137 0,830 0,709 0,711 0,000002
Toplam 0,000023

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan ¢alismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gortilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon Kkatsayisi (r) degerleri Sekil 4.44' de

verilmistir.
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Sekil 4.44. Oksitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3,0-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi

gibidir. Oksitetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 5,5-8
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araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.31' de verilmistir. Bu

cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.31. Oksitetrasiklin i¢in %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8,0 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 5,100 0,829 0,705 0,708 0,000004

6 4,984 0,827 0,700 0,698 0,000005
6,5 4,849 0,822 0,685 0,686 0,000000
7 4,503 0,810 0,655 0,653 0,000002
7,5 4,173 0,791 0,618 0,620 0,000006
8 3,911 0,773 0,593 0,592 0,000001

Toplam 0,000019

Cizelge incelendiginde oksitetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan ¢alismada
deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige
gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil

4.45' de verilmistir.

0,720

0,700 y=1x-2.101
r=0,9991

& 0,680
0,660

0,640

Deneysel logt

0,620
0,600
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0,580 0,600 0,620 0,640 0,660 0,680 0,700 0,720

Hesaplanan logty

Sekil 4.45. Oksitetrasiklin i¢cin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-8
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma

degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
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Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.46' da verilmistir.
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Sekil 4.46. Oksitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH- alikonma
zamanl iliskisi

4.2.6. 4-epioksitetrasiklin i¢cin S1vi Kromatografik Veriler

4-epioksitetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3,0-5
araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.32' de verilmistir. Bu
cizelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
Boylece aktiflik katsayilarida hesaplamaya dahil edilerek bilesiklerin

termodinamik pKa verileri hesaplanmistir.

Cizelge 4.32. 4-epioksitetrasiklin icin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda
pH 3-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?

3 3,790 0,854 0,579 0,579 0,00000011
3,5 3,770 0,832 0,576 0,576 0,00000000
4 3,717 0,823 0,570 0,570 0,00000047
4,5 3,602 0,819 0,557 0,557 0,00000035
5 3,500 0,818 0,544 0,544 0,00000003

Toplam 0,000001
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Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin pKai1 degerinin hesaplanmasina
yonelik yapilan calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin
birbiri ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak
bulunan logty grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon

katsayisi (r) degerleri Sekil 4.47" de verilmistir.

0,585
0,580
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0,540 0,545 0,550 0,555 0,560 0,565 0,570 0,575 0,580 0,585
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Deneysel logt,

Sekil 4.47. 4-epioksitetrasiklin icin % 30 asetonitril: su ikili karissminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi1 degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epioksitetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.33"' de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.33. 4-epioksitetrasiklin i¢cin %30 (v/v) asetonitril: su ikili karisiminda
pH 5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?
5,5 3,388 0,817 0,528 0,530 0,000002

6 3,354 0,816 0,527 0,526 0,000001
6,5 3,331 0,813 0,522 0,523 0,000000
7 3,228 0,805 0,511 0,509 0,000006
7,5 3,156 0,788 0,496 0,499 0,000008
8 3,043 0,767 0,484 0,483 0,000001

Toplam 0,000020
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Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.48" de verilmistir.

0,540

0,530 y=1x+7.1014 ®
r=0,9934

Deneysel logt,
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0,480 0,490 0,500 0,510 0,520 0,530 0,540

Hesaplanan logt,

Sekil 4.48. 4-epioksitetrasiklin i¢in % 30 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-
8 arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Ayrica mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma degerleri ve tahmini pKa
degeri kullanilarak diprotik asit igin gelistirilmis Horvarth-Melander
yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil faz pH degerlerine
kars1 alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen sigmoidal Sekil 4.49'

da verilmistir.

80



3,900
—@— Deneysel tR

w
~
o
o

—l—Hesaplanan tR
3,500

3,300

Alikonma zamani t

3,100

2,900
2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5

pH

Sekil 4.49. 4-epioksitetrasiklin i¢in % 30 asetonitril:su ikili karisstminda pH-
alikonma zamanu iliskisi

4-epioksitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH 3-5

araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.34' de verilmistir.

Cizelge 4.34. 4-epioksitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 3-5 aralifinda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
3 4,370 0,851 0,644 0,640 0,000010
3,5 4,400 0,834 0,640 0,643 0,000012
4 4,300 0,828 0,632 0,633 0,000003
4,5 4,131 0,825 0,620 0,616 0,000014
5 4,092 0,824 0,610 0,612 0,000003
Toplam 0,000330

Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin %25 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu gorilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon Kkatsayisi (r) degerleri Sekil 4.50"' de

verilmistir.
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Sekil 4.50. 4-epioksitetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi1 degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epioksitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.35' de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam i¢in hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.

Cizelge 4.35. 4-epioksitetrasiklin icin %25 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 5,5-8 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-
pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 4,078 0,824 0,603 0,610 0,000053

6 3,920 0,822 0,600 0,593 0,000048
6,5 3,898 0,818 0,592 0,591 0,000001
7 3,740 0,808 0,574 0,573 0,000000
7,5 3,549 0,790 0,547 0,550 0,000008
8 3,355 0,770 0,527 0,526 0,000002

Toplam 0,000112

Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin pKa2z degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.51' de verilmistir.
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Sekil 4.51. 4-epioksitetrasiklin i¢in % 25 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 5,5-
8 arasindaki deneysel ve hesaplanan logty degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 25 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit icin gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.52' de verilmistir.
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Sekil 4.52. 4-epioksitetrasiklin icin % 25 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iliskisi

4-epioksitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karissminda pH 3,0-5

araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.36' da verilmistir.
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Cizelge 4.36. 4-epioksitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 3-5 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma degerleri

Deneysel Hesaplanan Deneysel A(Den.-
pH tr yaktiflik logtr logtr Hes.)?

3 5,996 0,850 0,778 0,778 0,00000003
3,5 5,866 0,837 0,769 0,768 0,0000013

4 5,700 0,832 0,753 0,756 0,000063

4,5 5,390 0,831 0,734 0,732 0,000075
5 5,284 0,830 0,722 0,723 0,0000014

Toplam 0,000017

Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin %20 (v/v) asetonitril:su ikili
karisiminda pKa1 degerinin hesaplanmasina yonelik yapilan calismada deneysel
ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu oldugu goérilmektedir.
Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logty grafige gecirildiginde elde
edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r) degerleri Sekil 4.53" de

verilmistir.
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Sekil 4.53. 4-epioksitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, pH 3-5
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

Grafikte elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi degerleri beklenildigi
gibidir. 4-epioksitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda pH
5,5-8 araliginda elde edilen alikonma degerleri (tr) Cizelge 4.37" de verilmistir.

Bu ¢izelgede bu ortam icin hesaplanmis aktiflik katsayilarida (y) verilmistir.
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Cizelge 4.37. 4-epioksitetrasiklin icin %20 (v/v) asetonitril:su ikili karisiminda
pH 5,5-8,0 araliginda tayin edilen ve hesaplanan alikonma

degerleri

Deneysel Hesaplanan | Deneysel A(Den.-

pH tr vaktiflik logtr logtr Hes.)?
55 5,054 0,829 0,698 0,704 0,000029
6 4,901 0,827 0,694 0,690 0,000017
6,5 4,782 0,822 0,684 0,680 0,000016
7 4,609 0,810 0,660 0,664 0,000016
7,5 4,204 0,791 0,625 0,624 0,000002
8 3,972 0,773 0,599 0,599 0,000000
Toplam 0,000081

Cizelge incelendiginde 4-epioksitetrasiklinin pKaz degerine yonelik yapilan
calismada deneysel ve hesaplanan logaritmik degerlerinin birbiri ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Hesaplanan logty ile deneysel olarak bulunan logtg
grafige gecirildiginde elde edilen egim, kesim ve korelasyon katsayisi (r)

degerleri Sekil 4.54' de verilmistir.
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Sekil 4.54. 4-epioksitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda, 5,5-8,0
arasindaki deneysel ve hesaplanan logtg degerlerinin uyumunu
gosteren grafik

% 20 asetonitril:su ikili karisiminda, mobil faz pH degerleri, deneysel alikonma
degerleri ve tahmini pKa degeri kullanilarak diprotik asit i¢in gelistirilmis
Horvarth-Melander yaklasimiyla alikonma degerleri de hesaplanmistir. Mobil
faz pH degerlerine karsi alikonma degerleri grafige gecirildiginde elde edilen

sigmoidal Sekil 4.55" de verilmistir.
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Sekil 4.55. 4-epioksitetrasiklin icin % 20 asetonitril:su ikili karisiminda pH-
alikonma zamanu iligkisi

4.3. Su Ortamindaki pKa Degerlerinin Tayini
4.3.1. Mol kesri-pKa yontemi

Bu yontem kullanilarak tetrasiklin i¢in % 20, % 25 ve % 30 (v/v) aetonitril-su
ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar icgin
hesaplanmis pKai ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir. Tetrasiklin

icin elde edilen grafikler, Sekil 4.56 ve Sekil 4.57’ de verilmistir.
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4,45
o 44 y =8,1062x + 3,422
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Sekil 4.56. Tetrasiklinin mol Kkesri-pKa yontemiyle sudaki pKai degerinin
hesaplanmasi
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Sekil 4.57. Tetrasiklinin mol Kkesri-pKa yontemiyle sudaki pKa2 degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epitetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
aetonitril-su ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar icin
hesaplanmis pKai1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir. 4-

epitetrasiklin i¢in elde edilen grafikler, Sekil 4.58 ve Sekil 4.59’ da verilmistir.

48 y=1,09x + 4,472
’ r=0,999

4,76

Hesaplanan pK,

0,19 0,21 0,23 0,25 0,27 0,29 0,31
Mol kesri (X)

Sekil 4.58. 4-epitetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKa1 degerinin
hesaplanmasi
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Sekil 4.59. 4-epitetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak klortetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar
icin hesaplanmis pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir.

Klortetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.60 ve Sekil 4.61’ de verilmistir.
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Sekil 4.60. Klortetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKai degerinin
hesaplanmasi
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Sekil 4.61. Klortetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKa2z degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epiklortetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
aetonitril-su ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar i¢in
hesaplanmis pKai1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir. 4-
epiklortetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.62 ve Sekil 4.63" de

verilmistir.
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Sekil 4.62. 4-epiklortetrasiklinin mol Kkesri-pKa yontemiyle sudaki pKa1
degerinin hesaplanmasi

89



7,5
7,48
7,46

8 7,44

7,42

y=1,6x+ 7,004
r=0,9990

N
S

7,38
7,36
7,34
7,32

7,3

Hesaplanan pK

0,19 0,21 0,23 0,25 0,27 0,29 0,31
Mol kesri (X)

Sekil 4.63. 4-epiklortetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak oksitetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v) aetonitril-
su ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar icin
hesaplanmis pKai1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir.

Oksitetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.64 ve Sekil 4.65’ de verilmistir.
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Sekil 4.64. Oksitetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKa1 degerinin
hesaplanmasi
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Sekil 4.65. Oksitetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epioksitetrasiklin igin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarinda, mol kesri (X) degerlerine karsi bu ortamlar
icin hesaplanmis pKa1 ve pKa2 degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarin kesim noktalarindan sudaki pKa degerleri belirlenmistir. 4-
epioksitetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.66 ve Sekil 4.67" de

verilmistir.
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Sekil 4.66. 4-epioksitetrasiklinin mol kesri-pKa yontemiyle sudaki pKa1
degerinin hesaplanmasi
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7,365
7,36

% 7,355
7,35
7,345
7,34
7,335
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y=0,42x + 7,239
r=0,9966

Hesaplanan pK

0,19 0,21 0,23 0,25 0,27 0,29 0,31
Mol kesri (X)

Sekil 4.67. 4-epioksitetrasiklinin mol Kkesri-pKa yontemiyle sudaki pKaz
degerinin hesaplanmasi

4.3.2. Mobil Faz Solvatokromik Parametresi ( EY) Kullamilarak Yapilan

Hesaplama

Bu yontem kullanilarak tetrasiklin i¢in % 20, % 25 ve % 30 (v/v) asetonitril-su
ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢éziicii parametresine karsi bu ortamlar
icin hesaplanmistir. pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen
bagintilarda solvatokromik ¢6ziicii parametresi (x) yerine sudaki sabit deger
olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir. Tetrasiklin i¢in elde

edilen grafikler, Sekil 4.68 ve Sekil 4.69’ da verilmistir.

4,5
4,45 y =8,2116x - 0,4546
4,4 r= 0,995

4,35

>
w

4,25

4,15

Hesaplanan pK,,
=y
~

»
=y

4,05
4

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

EN

Sekil 4.68. Tetrasiklinin EY-pKa1 iliskisi kullanilarak sudaki pKai degerinin
hesaplanmasi
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7,38

7,36 y =2,6327x +5,7828
57,34 r=0,994

7,32

N
w

7,28
7,26
7,24
7,22

Hesaplanan pK

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

Sekil 4.69. Tetrasiklinin E¥-pKaz iliskisi kullanmilarak sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epitetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢éziicii parametresine karsi
bu ortamlar i¢in hesaplanmistir. pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle
elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢6ziicii parametresi (x) yerine sudaki
sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir. 4-

epitetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.70 ve Sekil 4.71" de verilmistir.

48 y =2,2777x + 3,4377
’ r=0,9908

Hesaplanan pK,,

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

Sekil 4.70. 4-epitetrasiklinin E¥-pKa: iliskisi kullamilarak sudaki pKa1 degerinin
hesaplanmasi
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y =5,6377x + 4,011
r=0,9934

N
N

Hesaplanan pK,,

N
=
w

N
N

7,05

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

EN

Sekil 4.71. 4-epitetrasiklinin E¥-pKaz iliskisi kullamilarak sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak klortetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢6ziicii parametresine karsi
bu ortamlar i¢in hesaplanmistir. pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle
elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢6ziicii parametresi (x) yerine sudaki
sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir.

Klortetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.72 ve Sekil 4.73’ de verilmistir.

4,3 y =2,925x + 2,5464
r=0,9962

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

EN

Sekil 4.72. Klortetrasiklinin E¥-pKa1 iliskisi kullanilarak sudaki pKa1 degerinin
hesaplanmasi
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7,36
7,34 y =3,6751x +5,1461
r=0,9951

7,32

73

X 7,28

5 7,26

5

< 7,24

3

$ 7,22
7,2
7,18
7,16
7,14

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

EN

Sekil 4.73. Klortetrasiklinin E¥-pKaz iliskisi kullanilarak sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epiklortetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢6ziicii parametresine karsi
bu ortamlar i¢in hesaplanmistir. pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle
elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢oziicii parametresi (x) yerine sudaki
sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir. 4-
epiklortetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.74 ve Sekil 4.75 de

verilmistir.
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48 y =7,2879x + 0,4543
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EN

Sekil 4.74. 4-epiklortetrasiklinin EY -pKa1 iliskisi kullanilarak sudaki pKa1
degerinin hesaplanmasi

7,5
7,48 y =3,3413x + 5,4873

~ 7,44
7,42

N
»

7,38
7,36
7,34
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7,3

Hesaplanan pK

0,54 0,55 0,56 0,57 0,58 0,59 0,6 0,61

EN

Sekil 4.75. 4-epiklortetrasiklinin EY -pKaz iliskisi kullanilarak sudaki pKaz
degerinin hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak oksitetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢ozilicii parametresine karsi
bu ortamlar i¢in hesaplanmistir. pKa1 ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle
elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢6ziicli parametresi (x) yerine sudaki
sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir.

Oksitetrasiklin i¢in elde edilen grafikler, Sekil 4.76 ve Sekil 4.77’ de verilmistir.
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Sekil 4.76. Oksitetrasiklinin E¥-pKa1 iliskisi kullanilarak sudaki pKa: degerinin
hesaplanmasi

7,3

y = 1,985x + 6,1037
7,28 r=0,9945
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> N N
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Sekil 4.77. Oksitetrasiklinin E¥-pKa: iliskisi kullanilarak sudaki pKaz degerinin
hesaplanmasi

Bu yontem kullanilarak 4-epioksitetrasiklin i¢in % 20, % 25 ve % 30 (v/v)
asetonitril-su ikili karisimlarindaki solvatokromik ¢6ziiclii parametresine karsi
bu ortamlar i¢in hesaplanmistir. pKai ve pKaz degerlerinin grafige gecirilmesiyle
elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢6ziicli parametresi (x) yerine sudaki

sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler belirlenmistir. 4-
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Epioksitetrasiklin icin elde edilen grafikler, Sekil 4.78 ve Sekil 4.79’ de

verilmistir.

4,7

4,65 y =9,1519x - 0,8476
4,6 r=0,9936
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EN

Sekil 4.78. 4-epioksitetrasiklinin E¥ -pKa1 iliskisi kullanilarak sudaki pKa1
degerinin hesaplanmasi
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7,365 y =0,8776x + 6,8406
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EN

Sekil 4.79. 4-epioksitetrasiklinin E¥ -pKaz iliskisi kullanilarak sudaki pKaz
degerinin hesaplanmasi
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4.4. Kromatografik Ayirmanin Optimizasyonu

Bu calismada genis spektrumlu bir antibiyotik grubu olan tetrasiklin bilesikleri
tetrasiklin, oksitetrasiklin ve klortetrasiklinin kalitatif ve kantitatif tayini ters
faz sivi sivi kromatografi yontemiyle geceklestirilmistir. Bilesiklerin pik
simetrisi ve alikonma davranislarn incelendiginde polar o6zellikte olan bu
bilesikler icin Kinetex F5 (2,6 um, 150x4.6 mm) kolon tercih edilmistir. Bu tez
calismasinda bilesiklerin alikonma zamanlarnn ve pik simetrileri géz Oniine

alinarak mobil faz organik modifiyeri olarak asetonitril tercih edilmistir.

Kromatografik ayirmada kapasite faktorii degerinin 1 ve 1' den biiyiik olmasi,
piklerin birbirinden ayrilabilmesi i¢in secicilik faktérii (o) degerinin 1,15
olmasi, ayirma giicii (Rs) degerinin 2 ve daha biiyiik olmasi gerekmektedir. Bu
tez calismasinda, mobil fazda organik modifiyer olarak tercih edilen
asetonitrilin farkl derisimlerinde ve mobil fazin farkli pH degerlerinde elde
edilen kromatografik veriler kullanilarak bilesiklerin ayriminda optimum kosul
belirlenmistir. Numune ¢alismasi icin tetrasiklin, oksitetrasiklin ve
klortetrasiklinin iyonlasma sabitlerinin tayini calismalarindan elde edilen biitiin
kosullar incelendiginde asetonitril: su ikili karisiminda (25:75, % h/h) pH 3,0’
de kapasite faktorlerinin 1’ den daha biiytlk oldugu ve bilesik ciftleri icin a
degerlerinin 1,15’ den biyiik oldugu belirlenmistir. Ayrica her bir bilesik cifti
icin Rs degerleri de 2’ den biuytiktir. Ayirma kosulu belirlendikten sonra
bilesiklerin Mehmet Akif Ersoy Universitesi atik su aritma tesisinden elde edilen
numunede tespiti i¢in i¢ standart yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in bu g
bilesikten ayrilabilen, pik simetrisi oldukea iyi olan flukonazol i¢ standart olarak

secilmistir. Ayirmanin kromatogrami, Sekil 4.80' de verilmistir.
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Sekil 4.80. Standart karisim kromatogrami A) 1. Pravastatin (33 pg/mL); 2.
Losartan (I.S.) (33 pg/mL); 3.Atorvastatin (33 pg/mL), B)
1.Rosuvastatin (50 pg/mL);2. Losartan (I.S.) (50 pg/mL)

4.5. Numune Caligsmasi

Gelistirilen yontemin validasyon ¢alismalarinda; yontemin duyarlilik, kesinlik,
dogruluk parametreleri incelenmis ve istatiksel degerlendirmeler yapilmistir

(ICH, 1996).

4.5.1. i¢ Standartin Belirlenmesi

ic standart, analizde belirli miktarda numuneye, kalibrasyon standartlarina
eklenen maddedir. Ayrica kalibrasyon fonksiyonunun hazirlanmasinda ve
numune hazirlik islemlerinde derisimi sabit tutulmaktadir. i¢ standart uygun
secilirse, hem sistematik hem de rastgele hatalar giderilebilir. Tetrasiklin,
oksitetrasiklin ve klortetrasiklinin sivi kromatografik analizi sirasinda
kullanilacak i¢ standart sec¢imi igin farkl ila¢ aktif maddeleri denenmistir.
Secicilik, ayirma giicii ve analiz stiresi goz ontline alinarak bilesiklerin analizinde

i¢ standart olarak flukonazol se¢ilmistir.

4.5.2. Tetrasiklin, OKksitetrasiklin ve Klortetrasiklinin Ters Faz Sivi

Kromatografi Yontemi ile Analizinde Metot Validasyonu

Gelistirilen yontemin gecerliliginin kanitlanmasi1 amaciyla validasyon
parametrelerine gore test edilmesinde kaynaklarda bildirilen parametreler
secilmis ve ilgili gecerlilik kriterleri kabul edilmistir. Bu amagla, validasyon
calismalarinda; dogrusallik, duyarlilik, kesinlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik

parametreleri incelenmis ve istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir.
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4.5.2.1. Kalibrasyon Dogrusu ve Duyarhlik

Tetrasiklin, klortetrasiklin ve oksitetrasiklinin yiiksek performans sivi
kromatografisi ile analizi ydnteminde dogrusal aralifin saptanmasinda
tetrasiklin ve klortetrasiklin i¢in 1 pg/mL ile 5 pg/mL (Sekil 4.81, Sekil 4.82)
arasinda, oksitetrasiklin icin 0,5 ve 4 pg/mL (Sekil 4.83) arasinda degisen

standart ¢ozeltilerinden farkli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Kalibrasyon dogrusu, bilesiklerin her bir derisim degeri icin elde edilen pik
alaninin  flukanozol (i¢ standart) pik alanina oranm1 degerine Kkarsi
isaretlenmesiyle olusturulmustur. Gelistirilen yontem yukarida hazirlanan
derisim araliklarinda dogrusaldir. Bilesiklerin analizi i¢in dogrusal aralik

verileri, Cizelge 4.38' de verilmistir.

Cizelge 4.38. Bilesiklerin analizine ait kalibrasyon fonksiyonu 6zellikleri

Veriler Tetrasiklin Oksitetrasiklin Klortetrasiklin
Regresyon y=1303x+0,181 | y=1,740x +0,129 | y=0,895x +0,203
Denklemi*

Egimin Standart 0,035 0,093 0,028

Hatasi

Kesimin 0,114 0,109 0,093

Standart Hatasi
Korelasyon 0,998 0,999 0,997
Katsayisi (r)
Kalibrasyon 1-5 0,5-4 1-5
Aralig) (ug/mL)
Teshis Sinir1 0,276 0,206 0,329

(ng/mL)

Tayin Alt Siniri 0,838 0,625 0,996

(ng/mL)
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y=1,7399x + 0,1286
r=0,9986

Oksitetrasiklin/IS alan orani
O P N W DM 1 OO N

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Derisim (ppm)

Sekil 4.81. Oksitetrasiklinin analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu

8
£7 y =1,3025x + 0,1812
56 r=0,9979
s
TB 5
% 4
S 3
g 2
o4
'—
0

0 1 2 3 4 5 6
Derigim (ppm)

Sekil 4.82. Tetrasiklinin analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu

4 y=0,8947x + 0,203
R*=0,997

Klortetrasiklin/IS alan orani
N

0 1 2 3 4 5 6
Derisim (ppm)

Sekil 4.83. Klortetrasiklinin analizi i¢in dogrusal kalibrasyon fonksiyonu
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4.5.3. Atik Su Numunesinde Geri Kazanim Calismasi

Literatir arastirmasinda yuliksek geri kazanimlarin pH 4,5’ da elde edildigi
gorilmistiir. Bu sebeple calismada atik su numunesinin derisik formik asitle
pH’ s1 4,5’ a ayarlanmistir. Calismada iki farkli markada C18 kati faz kartus
tercih edilmistir. Oncelikle kartus sartlama isleminde 5 mL metanol ve 5 mL saf
su kullanilmistir. Daha yapilacak zenginlestirme islemi icin SUPELCO kartusa
100 mL, OASIS HLB kartusa 70 mL atik su uygulanmistir. Sonraki islemde
kartustan elue etme SUPELCO kartusa 10 mL metanol, OASIS HLB kartusa 7 mL
metanol ile gercgeklestirilmistir. Elue edilen ¢ozeltiler evaporatorle
buharlastirilmistir. Kalintilar 1 mL mobil fazda ¢6ziilmiis ve HPLC sistemine
enjekte etmeden once 0,45 puM Millipore filtreden gecirilmistir. Yapilan analiz

sonucunda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.84 ve Sekil 4.85' de verilmistir.

i
1000 - PEECOT A T

730 -

Sekil 4.84. Oasis HLB kati faz kartusuna uygulanan numunenin kromatogrami

Ay

-C=tedior A ChiZram
500 —Petector & ChE 200m
10

300

200-

1002

Sekil 4.85. Siipelco kati faz kartusuna uygulanan numunenin kromatogrami
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Atik su uygulamasi sonucunda iki kartusa uygulanan numunede dedeksiyon

limitinin altinda tetrasiklin, klortetrasiklin ve oksitetrasiklin oldugu icin

numuneye bu bilesiklerin saf standartlarindan katki yapilarak tekrar numune

hazirlanmistir. Sonucta farkli derisimlerde katkilandirilmis bilesikler ve ig

standartla calismanin geri kazanmim yuzdeleri hesaplanmistir (Cizelge 4.39).

Katkilandirilmis numunelerin kromatogramlar1 Sekil 4.86 ve Sekil 4.87' de

verilmistir.

Cizelge 4.39. Katkilandirilmis bilesikleri iceren atik su numunesinin % geri
kazanim sonugclari

Bilesikler SUPELCO C18 OASIS HLB
Oksitetrasiklin 969,23 %269,27
Klortetrasiklin %381,43 2685,63

Tetrasiklin %46,45 %49,40
a):l_;fs'.s;::'l.?'::::"' 1
. 2
400 4

40 50 (-2}

a0

T
80 mh

Sekil 4.86. Oasis HLB kati faz kartusuna uygulanan numunenin kromatogrami 1-
Oksitetrasiklin (3 ppm); 2- Tetrasiklin (4 ppm); 3- Flukonazol (IS)
(0,5 ppm); 4- Klortetrasiklin (4 ppm)
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Sekil 4.87. Siipelco kati faz kartusuna uygulanan numunenin kromatogrami 1-
Oksitetrasiklin (3 ppm); 2- Tetrasiklin (4 ppm); 3- Flukonazol (IS)
(0,5 ppm); 4- Klortetrasiklin (4 ppm)
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5.TARTISMA VE SONUCLAR

Tetrasiklin grubu antibiyotiklerin kullanim sikligi oldukga yiiksek oldugundan,
yapilarinin aydinlatilmas1 ve farmakolojik 0Ozelliklerinin tam anlamiyla
aciklanmasi klinik calismalarda ve gelistirilme siirecinde ¢alismacilara buyiik
katki saglamaktadir. Bu ilaglarin sudaki iyonlasma sabitleri, rutin ila¢ analizleri
icin gerekli parametrelerdir. Suda ¢oziinurligi az olan bilesiklerin su-organik
¢oziici karisiminda elde edilen pKa verileri kullanilarak farkli metotlarla
bilesigin sudaki degerini hesaplamak muimkindiir. Bu tez c¢alismasinda
tetrasiklin, klortetrasiklin, oksitetrasiklin, 4-epitetrasiklin, 4-epiklortetrasiklin
ve 4-epioksitetrasiklinin iyonlagsma sabitlerinin tayini %20, %25 ve %30 (h/h)
asetonitril-su ortamlarinda ters faz sivi kromatografi yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. lyonlasma sabitleri, izokratik ters faz sivi kromatografik
yontem kullanilarak farkl derisimlerdeki asetonitril-su ikili karisimlarindaki
alikonma zamani-pH iliskisi incelenerek hesaplanmistir. Hesaplamalarda LSER
yaklasimi kullanilmistir. Deneysel olarak bulunan bu pKa degerleri kullanilarak
iki farkli yaklasimla su ortamindaki pKa degerleri hesaplanmistir. Bu yontemde
bilesiklerin ve epimerlerinin tayininde bu teknik kullanilarak gelistirilmis

Kinetex F5 kolon (150x4,6 mm ID, 2,6 um) kullanilmistir.
Calisilan tetrasiklin grubu bilesikler ve epimerleri icin C3' e bagh olan OH

grubuna ait pKa1 (konjuge trion sistem); C12' ye bagh olan OH grubuna ait pKaz

(fenolik enon sistem) degerleri solver programiyla hesaplanmistir (Cizelge 5.1)
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Cizelge 5.1. Solver programi ile hesaplanan pKai1 ve pKaz degerleri

Bilesikler Asetonitril | pKa1 pKaz
yuzdesi
Tetrasiklin %20 (v/v) | 4,069 7,233

%25 (v/v) | 4,237 7,287
%30 (v/v) | 4,462 7,359
4-epitetrasiklin %20 (v/v) | 4,693 7,104
%25 (v/v) | 4,738 7,257
%30 (v/v) | 4,802 7,374
Klortetrasiklin %20 (v/v) | 4,157 7,163
%25 (v/v) | 4,219 7,261
%30 (v/v) | 4,297 7,339
4-epiklortetrasiklin %20 (v/v) | 4,455 7,322
%25 (v/v) | 4,646 7,408
%30 (v/v) | 4,804 7,482
Oksitetrasiklin %20 (v/v) | 3,936 7,197
%25 (v/v) | 4,192 7,238
%30 (v/v) | 4,369 7,292
4-epioksitetrasiklin %20 (v/v) | 4,194 7,324
%25 (v/v) | 4,381 7,342
%30 (v/v) | 4,632 7,366

Mevcut ¢alismada tetrasiklinin sudaki pKa degerlerini tayin edebilmek icin mol
kesri ve solvatokromik ¢ozilicii parametresi olmak tizere iki farkli yaklasim
kullanilmistir. Birinci yaklasim, mol kesri-pKa yaklasimidir. Bu ekstrapolasyon
yontemi kullanilarak, elde edilen lineer esitliklerin kesim noktalarindan su
ortamindaki pKa degerleri tayin edilmistir (Cizelge 5.2). Diger yaklasimda,
tetrasiklin icin % 20, % 25 ve % 30 (v/v) asetonitril-su ikili karisimlarindaki
solvatokromik ¢oziicii parametresine karsi pKai1 ve pKaz degerlerinin grafige
gecirilmesiyle elde edilen bagintilarda solvatokromik ¢6ziicii parametresi (x)
yerine sudaki sabit deger olan 0,46 konularak su ortamindaki degerler

belirlenmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Su ortamindaki pKa hesaplamalari

Bilesikler Mol kesri yaklasimi Solvatokromik ¢oziicii
parametresi yaklagimi
pKa1 pKaz pKa1 pKaz
Tetrasiklin 3,422 7,026 3,323 6,994
4-epitetrasiklin 4,472 6,570 4,485 6,604
Klortetrasiklin 3,874 6,814 3,892 6,836
4-epiklortetrasiklin 3,763 7,004 3,807 7,024
Oksitetrasiklin 3,083 7,005 3,138 7,017
4-epioksitetrasiklin 3,307 7,239 3,362 7,244

iki farkli yaklasimla hesaplanan su ortamindaki pKa degerlerinin literatiir
degerleriyle uyumlu oldugu goriilmektedir (Qiang ve Adams, 2004; Sanh vd.
2009). Daha oncede belirtildigi gibi bu bilesiklerin epimerlerinin pKa

degerlerine dair higbir veri literatiirde mevcut degildir.

Deneysel calismalar sonucunda elde edilen kapasite faktorii - pH iliskisi
incelenerek her bir bilesigin kantitatif tayini i¢in optimum kosul belirlenmistir
ve metot validasyonu ¢alismasi yapilmistir. Her bir bilesigin kantitatif tayini i¢in
optimum kosulun belirlenmesinde gerekli olan sartlarin (kapasite faktoriiniin 1-
10 arasinda, secicilik katsayisi (a) degerinin 1,15 ve lizerinde ayirma giicii (Rs

degerinin 1,5 ve lizerinde) hangi kosulda saglandigi belirlenmistir.

Gelistirilen yontemin elde edilen parametreleri 1s181nda yontemin uygulanabilir
oldugu bulunmustur. Bu yontemin gecerliliginin kanitlanmasi amaciyla
validasyon calismasinda; dogrusallik, duyarhlik, geri kazanim, tekrarlanabilirlik
vb. parametreler incelenmis ve istatiksel degerlendirmeler yapilmistir. Bu
veriler 1s18inda tetrasiklin, Kklortetrasiklin ve oksitetrasiklinin atik su
numunesindeki kantitatif tayini i¢ standart yontemiyle gerceklestirilmistir.
Literatiir c¢alismalarinda bu grup bilesiklerin farkli numunelerindeki
analizlerinde ¢ogunlukla Oasis HLB Kkartus tercih edilmistir. Yapilan atik su
uygulamalarinda ortalama geri kazanim yiizdeleri %40 ve iizerinde

hesaplanmistir.
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Bu tez konusu lizerinde yapilan detayl literatiir taramasi sonucunda tetrasiklin
grubu bilesiklerin asetonitril ortaminda ters faz sivi kromatografi yontemiyle 1.
iyonlasma sabiti tayinine dair sadece bir ¢calismaya rastlanmistir. Bu bilesiklerin
epimerlerinin  iyonlasma sabiti tayinine yonelik hicbir ¢alismaya
rastlanmamistir. Elde edilen bu veriler, ters faz sivi kromatografisi yonteminde
analitik prosediirin optimizasyonunda ve ilaglarin ¢oéziiniirlik, absorpsiyon,
dagilim, metabolizma ve eliminasyon gibi fizikokimyasal davranislar1 hakkinda

onemli bilgiler saglayacaktir.
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